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RESUMO  
 

Candida albicans é a espécie de Candida mais comumente encontrada na 
cavidade oral. Trata-se de um fungo comensal oportunista que quando em 
condições predisponentes pode se tornar patogênico. Pacientes diabéticos têm 
maior taxa de infeções causadas por C. albicans, quando comparados a 
pacientes não diabéticos. Sabe-se também que estes pacientes têm maior nível 
de glicose salivar, independente se estão controlados ou não.  No entanto, 
ainda não está claro se as infecções orais estão relacionadas com o aumento 
da glicose salivar. Deste modo, o objetivo deste estudo foi avaliar, in vitro, os 
efeitos de duas concentrações de glicose (0,1mM, simulando a condição da 
glicose na saliva em condições de saúde e 1,0 mM, simulando a concentração 
de glicose em condições alteradas de saúde) em um biofilme de Candida 
albicans formado sobre uma monocamada epitelial. O experimento foi 
conduzido com quatro grupos:  G1 (monocamada epitelial inoculada com C. 
albicans em meio de cultura adicionado de 1 mM de glicose), G2 (monocamada 
epitelial inoculada com C. albicans, em meio de cultura adicionado de 0.1 mM 
de glicose), G3 (monocamada epitelial inoculada com C. albicans, sem glicose 
adicionada ao meio) e por fim, G4 (apenas monocamada epitelial). Foram 
analisados a concentração de lactato desidrogenase (LDH) com objetivo da 
avaliação do dano tecidual, liberação de citocinas pró-inflamatórias (IL-1α, IL-
1β, GM-CSF, G-CSF e IL-6) e a arquitetura do biofilme por meio da microscopia 
confocal a laser. Os dados foram analisados estatisticamente por meio do teste 
de variância e posterior aplicação do teste de Tukey-Kramer. O nível de 
significância estabelecido foi de 5%. Os resultados demonstraram que a 
liberação de LDH não foi alterada pela presença de glicose, assim como não 
houve diferenças estatísticas para todas as citocinas pró inflamatórias entre os 
grupos G1 e G2. No entanto, a liberação de IL-1α foi estatisticamente maior no 
grupo com adição de 1mM de glicose quando comparadas com os grupos G3 
e G4, enquanto que a adição de 0,1 mM gerou mais IL-1β quando comparada 
aos referidos grupos. Para as citocinas GM-CSF, G-CSF e IL-6 não houve 
diferenças entre os grupos G1, G2 e G3. Em relação à estrutura do biofilme, o 
grupo G2 parece apresentar um biofilme mais denso que os grupos G1 e G3. 
Deste modo, pode-se concluir que a glicose parece não afetar diretamente o 
comportamento da C. albicans durante invasão tecidual. Outros mecanismos 
podem estar envolvidos, fazendo necessário a realização de outros estudos na 
área. 
 
 
Palavras Chave: Candida albicans. Glicose. Citocinas 

 

 

  



ABSTRACT 
 

Candida albicans is the most prevalent Candida spp. in oral cavity. It is a 
commensal opportunistic fungus that when in predisposing conditions can 
become pathogenic. Diabetic patients have a higher rate of Candida albicans 
infections when compared to non-diabetic patients. It is known that these 
patients have a higher level of salivary glucose, regardless if these patients have 
poorly controlled diabetes or not. However, it is unclear whether oral infections 
are related to the increased of salivary glucose. Thus, the aim of this study was 
to evaluate, in vitro, the effects of two glucose concentrations (0.1 mM, 
simulating the glucose concentration in saliva under health conditions and 1 
mM, simulating glucose concentration under altered health conditions) on a 
Candida albicans biofilm grown on an epithelial monolayer. The experiment was 
conducted with four groups: G1 (epithelial monolayer inoculated with C. 
albicans, with 1 mM glucose added to the culture medium), G2 (epithelial 
monolayer inoculated with C. albicans, with 0.1 mM glucose added to the culture 
medium), G3 (epithelial monolayer inoculated with C. albicans, with no glucose 
added to the culture medium), and G4 (epithelial monolayer). It was analyzed 
the Lactate dehydrogenase's (LDH) concentration with the objective of 
assessing tissue damage, also it was evaluated the release of proinflammatory 
cytokines (IL-1α, IL-1β, GM-CSF, G-CSF and IL-6) and biofilm architecture by 
laser confocal microscopy. The data were statistically analyzed using the 
variance test and the Tukey-Kramer test. The level of significance was set at 
5%. The results demonstrated that the release of LDH was not altered by the 
presence of glucose, nor were there statistical differences for all 
proinflammatory cytokines between the G1 and G2 groups. However, the 
release of IL-1α was statistically higher in the 1mM glucose group when 
compared to the G3 and G4 groups, whereas the addition of 0.1mM generated 
more IL-1β when compared to the referred groups. In addition, for the GM-CSF, 
G-CSF and IL-6 cytokines there were no differences between the G1, G2 and 
G3 groups. Regarding the biofilm structure, the G2 group appears to have a 
denser biofilm than the G1 and G3 groups. Thus, it can be concluded that 
glucose does not seems to affect the behavior of C. albicans during tissue 
invasion. Further studies in the area are necessary, once others mechanisms 
can be involved. 
 
 

 

Keywords: Candida albicans. Glucose. Cytokines   



SUMÁRIO 

 

 

1 INTRODUÇÃO ............................................................................................ 13 

2 REVISÃO DE LITERATURA ...................................................................... 17 
2.1 Interações entre Candida albicans e Hospedeiro ................................ 17 
2.2 Glicose Salivar e Candida albicans ...................................................... 22 

3 PROPOSIÇÃO ............................................................................................ 25 

4 MATERIAL E MÉTODOS ........................................................................... 26 

5 RESULTADOS ............................................................................................ 31 

6 DISCUSSÃO ............................................................................................... 38 

7 CONCLUSÃO ............................................................................................. 43 

REFERÊNCIAS .............................................................................................. 44 
 

 



 13 

1 INTRODUÇÃO 
 
 

Os fungos do gênero Candida são patógenos comensais e oportunistas (Vautier 

et al., 2012; Singh et al., 2014) que na presença de fatores locais e sistêmicos  podem 

tornar-se patogênicos (Naglik et al., 2011) que na cavidade bucal pode levar a   

candidíase. Esses fatores estão relacionados à um desequilíbrio (Gow e Hube, 2012) 

seja de ordem imunológica do hospedeiro, por exemplo desequilíbrio hormonal e ou 

imunossupressão, ou na flora microbiana normal (tratamento antibiótico prolongado) 

(Steele and Wormley, 2012; Vautier et al., 2012; Williams et al., 2013).  

 

C. albicans, é a espécie de Candida mais prevalente nas infecções fúngicas 

orofaríngeas e também a espécie mais patogênica (Hiller et al., 2011). Sua 

patogenicidade está fortemente relacionada a sua característica polimórfica, que 

possibilita uma transição de sua forma leveduriforme à sua forma filamentosa (Han et 

al., 2011). Além disso, é importante ressaltar que a capacidade de aderência às 

superfícies bióticas, como a mucosa do hospedeiro, e abióticas ( superfície da resina 

acrílica de próteses) é de fundamental importância no desenvolvimento deste fungo 

(Martin et al., 2011; Williams et al., 2013).  

 

A diabetes mellitus é um distúrbio endócrino decorrente da falta de insulina e/ou 

da incapacidade de a insulina exercer adequadamente seus efeitos, causando um 

aumento da glicose sanguínea. A colonização por Candida spp é associada com o 

controle glicêmico, o tipo de diabetes e pH salivar. A hiperglicemia pode contribuir para 

o risco de infecção por Candida spp. ao aumentar os níveis de glicose salivar o que 

pode promover o crescimento de Candida spp. Além disso, estudos tem demonstrado 

que pacientes diabéticos têm maior taxa de candidíase oral, possuem maior 

quantidade de células de Candida disponíveis na saliva (33.3%) quando comparados 

a indivíduos não-diabéticos (14,3%), bem como uma maior variedade de espécies de 

Candida resistentes aos antifúngicos azóis (Al-Attas and Amro, 2010). Além disso, 

paciente diabéticos possuem maior índice de colonizações severas do que indivíduos 

saudáveis (Pallavan et al., 2014). Neste sentido, faz-se importante estudos na área a 

fim de compreender a razão desta maior colonização para que infecções sistêmicas 

sejam evitadas. 
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A glicose é uma molécula pequena que se difunde através de membrana 

semipermeável e, portanto, pode ser detectada na saliva, principalmente quando os 

níveis sanguíneos estão elevados. Isto ocorre pois há uma alteração na membrana 

basal das glândulas salivares levando à uma maior secreção de glicose (Satish et al., 

2014).  

 

A saliva tem papel fundamental na manutenção da saúde bucal, uma vez que 

possui capacidade tampão, ação lubrificante, atividade antimicrobiana, atua na 

manutenção da integridade da mucosa oral e reparação de tecidos moles. Os 

componentes salivares podem sofrer variações que podem ser detectadas por análise 

química (López et al., 2003; Bernardi et al., 2007). Estudos tem demonstrado 

correlação significativa entre concentração de glicose salivar e os valores de glicose 

sanguínea (Abikshyeet et al., 2012; Mascarenhas et al., 2014). 

 

Isto posto, é importante ressaltar que a infecção fúngica mais comumente 

encontrada em pacientes diabéticos é a candidíase oral, sendo que estudos relatam 

que pacientes diabéticos possuem maior colonização clínica e subclínica de Candida 

spp. quando comparado à pacientes saudáveis, o que pode torná-los mais propensos 

a desenvolver uma colonização mais profunda da mucosa, com uma maior 

disseminação através da corrente sanguínea (Javed et al., 2014; Pallavan et al., 

2014). Em estudo realizado por Buu e Chen (2014) observou-se que os níveis de 

glicose modularam a expressão de aspartil proteinases secretadas (SAP) 4, 5 e 6, 

genes estes associados à formação de hifas, e, portanto, relacionados ao processo 

de invasão tecidual.  

 

O nível de glicose salivar elevado pode contribuir para uma maior 

susceptibilidade do hospedeiro à infecções orais, como a candidíase (Lasisi e 

Fasanmade, 2012). Pacientes diabéticos apresentam níveis de glicose salivar mais 

elevados que pacientes não diabéticos (Abikshyeet et al., 2012; Balan et al., 2014; 

Mascarenhas et al., 2014; Indira et al., 2015), independentemente se os níveis de 

glicose plasmática estão controlados ou não (Bernardi et al., 2007; Singh et al., 2014). 

Além disto, devido à maior taxa de transporte de Candida spp. e colonização estes 
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pacientes podem ter uma maior predisposição à infeção (Jurysta et al., 2009; Al-Attas 

e Amro, 2010; Pallavan et al., 2014).  

 

Associado a isto, o uso de próteses dentárias removíveis pode gerar um 

microambiente propício para o crescimento de biofilmes em sua superfície. Esse 

microambiente da interface prótese-mucosa oral apresenta baixos níveis de oxigênio 

e baixo pH o que, associado à má higienização bucal, má adaptação da prótese e 

redução do fluxo de saliva sob as superfícies protéticas, pode favorecer o 

desenvolvimento de um quadro de candidíase (Satish et al., 2014). 

 

Quando em contato com a mucosa do hospedeiro, o biofilme é capaz de 

desencadear uma resposta imune inata e adaptativa (Salvatori et al., 2016), 

principalmente dependente de receptores da família TLR (Toll Like Receptor), como 

TLR2 e TLR4, que são os principais sistemas de reconhecimento para invasores 

microbianos (Weindl et al., 2007). Estes, presentes nas superfícies mucosas 

desencadearão a resposta imune inata, através da indução de quimiocinas e citocinas 

inflamatórias, tais como a IL-1α (Interleucina-1alfa), IL-1β (Interleucina-1beta) e GM-

CSF (Fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos) que coordenam o 

recrutamento de leucócitos polimorfonucleares e ativação de macrófagos, gerando 

uma reposta inflamatória local intensa (Weindl et al., 2007).   

 

A infecção por Candida pode causar necrose das células epiteliais (ulceração 

da mucosa oral in vivo) tendo como característica a permeabilização da membrana 

plasmática (Chan et al., 2013). Uma vez lisadas, as células epiteliais liberam uma 

enzima intracelular, a lactato desidrogenase (LDH). A lactato desidrogenase (LDH) é 

uma enzima oxidoredutase bastante estável que catalisa a interconversão de piruvato 

e lactato.  Deste modo, o dano celular pode ser quantificado medindo a liberação da 

LDH (Li et al., 2007b). 

 

Neste sentido, afim de compreender como C. albicans é capaz de infectar e 

persistir em tecidos, modelos diferentes de interação patógeno-hospedeiro têm sido 

desenvolvidos e amplamente utilizados (Hiller et al., 2011). Vários modelos in vitro de 

epitélio oral têm sido utilizados com sucesso (Bao et al., 2014; Hagi-Pavli et al., 2014; 

Schlage et al., 2014). Estes têm a vantagem de permitir análises em qualquer tempo 



 16 

de infecção e têm sido amplamente empregados nos estudos de avaliação da relação 

patógeno-hospedeiro (Dongari-Bagtzoglou e Kashleva, 2006a; Hiller et al., 2011; De 

Ryck et al., 2014; Cavalcanti et al., 2015). Além disso, o uso de modelos in vitro 

possibilita o isolamento de variáveis de interesse, o que muitas vezes não é possível 

in vivo.  

 

Embora exista estudo quanto à expressão de SAPs relacionadas ao 

desenvolvimento de hifas na presença de glicose (Buu e Chen, 2014), pouco se sabe 

acerca do efeito da glicose no processo de invasão tecidual utilizando um modelo com 

células do epitélio oral humano. Deste modo, faz importante avaliar se os níveis de 

glicose salivar podem levar à uma maior invasão tecidual por C. albicans.  Sendo 

assim, este estudo avaliou o efeito de diferentes concentrações de glicose sobre 

biofilme em contato com células do epitélio oral humano. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 Interações entre Candida albicans e Hospedeiro 
 

 

As leveduras do gênero Candida são patógenos oportunistas frequentemente 

isolados das superfícies mucosas de indivíduos normais. Algumas espécies de 

Candida residem comensalmente e permanecem inofensivos em aproximadamente 

metade da população mundial. Apesar destes fungos normalmente não causarem 

danos à saúde do hospedeiro, sob condições predisponentes, tais como as defesas 

imunitárias comprometidas ou ainda tratamento antibiótico prolongado, estes fungos 

podem tornar-se patogênicos e desenvolver a condição clínica denominada 

candidíase. A interação da Candida albicans com as células epiteliais é um fator crítico 

para a manutenção do estado comensal e patogenicidade do fungo, bem como da 

defesa do hospedeiro (Naglik et al., 2011; Yang et al., 2014; Salvatori et al., 2016). 

 

Candida albicans é um fungo dimórfico e pode se apresentar na forma 

leveduriforme e filamentosa (com a presença de pseudo-hifas ou hifas). Estas três 

formas diferem não apenas morfologicamente mas, também, no crescimento e adesão 

destes fungos às superfícies. A transição da forma leveduriforme para pseudo-hifa ou 

hifa está fortemente associada à invasão tecidual e à infecção clínica. Esta transição 

pode ser induzida por fatores locais ou sistêmicos (Feller et al., 2014). 

 

As defesas do hospedeiro compreendem as barreiras mecânicas à penetração 

fúngica (como as superfícies epiteliais) e mecanismos imunitários inatos e 

adaptativos. São necessárias apenas discretas alterações no estado fisiológico do 

hospedeiro para induzir a transformação de Candida albicans leveduriforme, 

normalmente inofensiva, em um patógeno perigoso. Deste modo, estudos tem 

relatado a importância da defesa do hospedeiro na manutenção de C. albicans no 

estado comensal e o potencial de virulência de C. albicans na presença de condições 

predisponentes (van de Veerdonk et al., 2010; Gow et al., 2011; Naglik et al., 2011, 

2014). 

 

As células epiteliais constituem a primeira linha de defesa contra 

microrganismos. Uma vez que, infecções sistêmicas potencialmente fatais podem 
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surgir por meio da quebra da barreira mucosa, é de suma importância compreender 

como C. albicans interage com as células epiteliais e como este fungo se restringe à 

superfície da mucosa no estado de saúde. A progressão da infecção das células 

epiteliais orais por C. albicans é caracterizada por três estágios distintos: a adesão, 

invasão (esta pode ser através de duas vias diferentes, penetração ativa e endocitose 

induzida) e por fim dano tecidual (Naglik et al., 2011; Wächtler et al., 2012a; Hebecker 

et al., 2014; Yang et al., 2014). 

 

Em estudo realizado por Wächtler et al. (2011) foi investigado a base molecular 

das interação de C. albicans com o epitélio, através de um ensaio com 26 mutantes 

de C. albicans que não possuíam fatores supostamente importantes para a invasão 

epitelial (incluindo componentes de sinalização, fatores de adesão, vacúolos) e 

avaliou a capacidade destes fungos de aderir, bem como de invasão e dano às células 

epiteliais orais. Os autores corroboraram com o conceito de que a formação de hifas 

é crítica para a invasão epitelial, sendo que a invasão consiste em uma combinação 

de fatores: contato entre hifas e células epiteliais, extensão de crescimento de hifas, 

penetração ativa, expressão de fatores de patogenicidade para mais invasão epitelial, 

disseminação nos tecidos e, por fim, dano tecidual. 

 

A capacidade de C. albicans aderir às células epiteliais é fundamental para 

colonização e crescimento comensal em superfícies mucosas, enquanto que invasão 

e dano celular são atividades específicas que ocorrem durante a infecção. Para 

ocorrer a adesão, é necessário a interação da parede celular fúngica e a superfície 

das células epiteliais, podendo esta ser não específica (hidrofobicidade) ou específica 

(proteína-proteína). Trata-se de um processo complexo com envolvimento de diversos 

tipos de adesinas sobre a superfície celular fúngica que está continuamente sendo 

modificada (Moreno-Ruiz et al., 2009; Liu e Filler, 2011; Naglik et al., 2011). Além 

disso, a interação física entre C. albicans na forma de levedura e as células epiteliais 

é um importante estimulador para o desenvolvimento de hifas (Wächtler et al., 2011). 

 

A formação de hifas permite um íntimo contato entre a célula fúngica e as 

células do hospedeiro. Esta interação resulta no reconhecimento ligante-receptor 

pelas células do hospedeiro, envelopamento da hifa por uma estrutura derivada da 

membrana semelhante à pseudópodes e captação da célula fúngica. Este estágio 
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inicial de formação de hifas, adesão e endocitose é seguido pela fase de invasão, que 

é caracterizada pela penetração epitelial da hifa patologicamente, levando ao dano 

tecidual. É importante ressaltar que a invasão é mediada predominantemente por 

penetração ativa, e não é dependente de mecanismos celulares do hospedeiro, 

entretanto, estes processos não são mutuamente exclusivos, podendo acontecer ao 

mesmo tempo (Naglik et al., 2011). Outro aspecto relevante é que a formação de hifas 

e invasão inicial não são necessariamente suficientes para causar dano celular, uma 

vez que após adesão e internalização inicial, é necessária uma combinação de 

penetração ativa da C. albicans, extensão da hifa  e expressão de novos fatores de 

patogenicidade para invasão mais profunda dos tecidos (Wächtler et al., 2011). 

 

C. albicans se liga às células dos hospedeiros através da utilização de adesinas 

em sua superfície. A família de adesina mais descrita na literatura como tendo um 

papel principal na ligação epitelial é a família Als, em especial a Als3.  A Als3 é uma 

proteína específica da hifa que medeia ligação às células epiteliais, células endoteliais 

e proteínas da matriz extracelular, uma vez que se liga a receptores de E-caderina e 

N-caderina induzindo, deste modo, endocitose pelo hospedeiro. Neste sentido, outra 

adesina importante é Hwp1 (Hyphal wall protein 1), que é expressa na superfície das 

células fúngicas, mais especificamente na superfície das hifas (Liu e Filler, 2011). 

 

Neste sentido, é importante ressaltar que a parede celular fúngica possui 

diferentes classes de proteínas que podem interagir com ligandos nas células 

epiteliais. A classe mais abundante de proteína da parede celular são as proteínas 

glicosilfosfatidilinositol (GPI). Als3 e Hwp1 agem como adesinas diretas e estão 

relacionados à GPI, contudo, só são expressos nas hifas. Outras proteínas da parede 

celular independente da morfologia da Candida medeiam a adesão das células 

fúngicas às epiteliais. Neste sentido, a Eap1 é uma proteína GPI e tem homologia 

estrutural com a família Als (Liu e Filler, 2011; Naglik et al., 2011; Wächtler et al., 

2012a). 

 

Li et al. (2007a) avaliaram o papel do gene EAP1 de C. albicans. Este gene 

codifica uma proteína da parede celular ancorada com glicosilfosfatidilinositol, na 

adesão e formação de biofilme in vitro e in vivo. Os autores observaram que a 

eliminação de EAP1 reduziu a adesão celular às células epiteliais e às superfícies de 
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poliestireno, bem como a expressão de EAP1 foi necessária para a formação de 

biofilmes de C. albicans in vitro e in vivo. Fu et al. (2008) avaliaram a expressão do 

gene Iff4, outra proteína GPI, e observaram que a expressão desse gene aumentou a 

adesão de C. albicans às células epiteliais humanas e à superfície de poliestireno, 

contudo, não houve aumento na adesão às células endoteliais. 

 

No que concerne à invasão de C. albicans nos tecidos, este fungo utiliza dois 

mecanismos distintos de invasão, a endocitose e a penetração ativa. A endocitose é 

mediada pela células epiteliais, enquanto que a penetração ativa é mediada pelo 

fungo (Wächtler et al., 2012b). Uma vez que as células fúngicas na forma de levedura 

não parecem induzir sua captura pelas células epiteliais, fica evidente que a invasão 

epitelial seja ela passiva ou ativa, é desencadeada por fatores associados a hifas 

(Naglik et al., 2011; Wächtler et al., 2011, Wächtler et al., 2012). 

 

A endocitose é o processo no qual as proteínas invasinas expressas na 

superfície das hifas interage com as proteínas de superfície das células epiteliais, 

desencadeando a formação de pseudópodes e envelopamento das células fúngicas.  

Trata-se de um processo passivo, uma vez que hifas são endocitadas 

independentemente de estarem viáveis ou não demonstrando, assim, que o processo 

é mediado pelas células epiteliais (Hebecker et al., 2014). Em estudo realizado por 

Park et al. (2005) foi elucidado que a C. albicans invade as camadas celulares 

epiteliais orais induzindo sua própria endocitose. Sendo que a internalização de C. 

albicans é acompanhada pela formação de tubos compostos de microfilamentos das 

células epiteliais que circundavam as hifas. Deste modo, os autores concluíram que a 

endocitose induzida e a penetração ativa são mecanismos de invasão claramente 

distintos, sendo que hifas viáveis de C. albicans invadem as células epiteliais orais 

através de ambas as vias.  

 

Em estudo realizado por Wächtler et al. (2012), os autores objetivaram elucidar 

a importância relativa da endocitose induzida versus penetração ativa durante 

processo de invasão epitelial. Nas primeiras 3 h de infecção, a penetração ativa 

representou aproximadamente 70% do potencial de invasão de C. albicans. Além 

disso, os autores observaram que a endocitose induzida mediada por Als3 contribui 

consideravelmente para os primeiros pontos de tempo de invasão, enquanto a 
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penetração ativa representa o modo de invasão epitelial dominante. Apesar da 

endocitose induzida depender das interações de Als3-E-caderina, os autores 

observaram que a endocitose também foi induzida independente de E-caderina. 

Sendo assim, embora a interação Als3-E-caderina represente um mecanismo 

principal de endocitose induzida, existem outros mecanismos específicos, sendo que 

estes, bem como os receptores envolvidos, ainda permanecem desconhecidos. Em 

estudo realizado por Moreno-Ruiz et al. (2009) observou-se ainda que esse processo 

é mediado pela E-caderina através de um mecanismo que requer clatrina e é actina-

dependente, corroborando com Zhao e Villar (2011). 

 

Segundo Zhao e Villar (2011) uma vez que a  C. albicans é endocitada, ela 

ganha acesso ao compartimento vacuolar endossomal.  Após a internalização, os 

microrganismos são revestidos por um endossoma ligado à membrana e direcionados 

para lisossomas para degradação. Os autores observaram que 30% das células de C. 

albicans internalizadas foram circundados por um marcador endocítico inicial (EEA1), 

porém apenas 10% tornaram-se associados com marcadores endocíticos tardios 

(LAMP1) ou lisossômicos (cathepsin D). Desta forma, a C. albicans resiste à 

destruição por macrófagos ao interferir na maturação endolisossômica clássica no 

estágio inicial do endossoma. Deste modo, as hifas endocitadas de C. albicans 

impedem a maturação endolisossomal, o que pode promover o crescimento fúngico 

intracelular. Esta estratégia de sobrevivência permite que C. albicans sobreviva por 

períodos prolongados dentro das células epiteliais, até que a hifa penetre para fora da 

célula para infectar células vizinhas, resultando em necrose e dano celular. 

As células epiteliais compreendem o primeiro tipo celular da superfície da 

mucosa, deste modo são as células que primeiro entram em contato  com a Candida 

albicans e, portanto, são a primeira linha de defesa contra este patógeno. Os 

queratinócitos iniciam as respostas imunes inatas e adaptativas contra a C. albicans. 

A ativação epitelial por C. albicans resulta na indução de moléculas imunológicas, 

como citoquinas e quimiocinas, tais como fator estimulador de colônias de 

granulócitos (G-CSF), fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos 

(GM-CSF), interleucina-1alfa (IL-1α), Interleucina-1beta (IL-1β), interleucina-6 (IL-6) e 

interleucina-8 (IL-8). A indução de citocinas está correlacionada com a formação de 

hifas, uma vez que, cepas de Candida que não se diferenciam da forma de levedura 
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para filamentosa, ou são incapazes de produzir ou manter hifas não induzem 

respostas imunes (Hebecker et al., 2014). 

 

2.2 Glicose Salivar e Candida albicans 

 

O nível de glicose salivar pode interferir na susceptibilidade do hospedeiro à 

infecções orais, tais como a candidíase (Lasisi e Fasanmade, 2012). Neste sentido, 

pacientes diabéticos apresentam níveis de glicose salivar mais elevados que 

pacientes não diabéticos (Abikshyeet et al., 2012; Balan et al., 2014; Mascarenhas et 

al., 2014; Indira et al., 2015), contudo, ainda não está claro como essa alteração na 

glicose salivar influencia no processo de invasão tecidual. 

. 

No estudo desenvolvido por Al-Attas e Amro (2010) foi avaliado a colonização 

oral por Candida spp. em pacientes adultos diabéticos, sua diversidade de espécies, 

suscetibilidade aos antifúngicos e a influência de fatores locais e sistêmicos do 

hospedeiro. Foi encontrado que os pacientes diabéticos têm uma maior prevalência 

de candidíase oral, mas não diferem em densidade quando comparados ao controle. 

Embora C. albicans foi o isolado predominante, uma variedade de outras espécies de 

Candida, com menos susceptibilidade aos antifúngicos azóis, foram identificados em 

diabéticos. A colonização de leveduras foi maior nos diabéticos tipo 1 que tipo 2, uma 

vez que os diabéticos tipo 1 apresentaram maiores valores médios de Hemoglobina 

Glicada (HbA1c) e pior controle glicêmico. A colonização por Candida spp. foi 

significativamente associada com o controle glicêmico, o tipo de diabetes, e pH salivar. 

De acordo com o autor, a hiperglicemia pode contribuir para o risco de infecção por 

candidíase, ao aumentar os níveis de glicose salivar, o que pode promover o 

crescimento de Candida spp. 

 

Mascarenhas et al. (2014) realizou uma revisão sistemática com meta-análise 

de estudos observacionais disponíveis na literatura, bem como  resultados inéditos do 

próprio autor acerca dos níveis de glicose salivar em pacientes diabéticos tipo 2 e em 

indivíduos saudáveis, além disso analisou estudos de correlação entre os níveis de 

glicose no saliva e glicemia / Hemoglobina Glicada (HbA1c) a fim de avaliar a eficácia 

da glicose salivar para estimar a glicemia e HbA1c. Os autores concluiram que a 

diabetes tipo 2 tem um efeito positivo de médio à forte sobre os níveis de glicose 
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salivar. Além disso há uma correlação significativa entre concentração de glicose 

salivar e os valores de glicemia/HbA1c associados, com  a força de correlação 

aumentando à medida que os valores de glicemia/HbA1c aumentam. Além disso, a 

revisão concluiu que há um aumento significativo de glicose salivar em pacientes 

diabéticos tipo 2 e uma relação significativa entre a concentração de glicose salivar e 

os valores da glicemia / HbA1c associados, com força de correlação crescente para 

valores mais elevados de glicemia/HbAc1. 

 

Singh et al. em 2014, avaliou e comparou os níveis de glicose salivar e 

plasmática em pacientes diabéticos controlados e não controlados, bem como de um 

grupo controle (não diabéticos).  O estudo confirmou que altos níveis de glicose salivar 

e plasmática são encontrados nos pacientes diabéticos (controlados e não 

controlados) e que existe uma relação entre glicose salivar e plasmática nestes 

pacientes. Ou seja, independente do paciente diabético estar controlado ou não, ele 

apresenta níveis de glicose salivar mais elevados que pacientes não diabéticos. 

 

Contudo, ainda há na literatura uma divergência sobre a origem da alteração 

de glicose salivar em pacientes diabéticos. Uma vez que, a  hiperglicemia persistente 

pode levar à alterações microvasculares nos vasos sanguíneos e na membrana basal 

das glândulas salivares, podendo levar a um aumento do teor de glicose na saliva. 

Deste modo, a glicose salivar pode não ser diretamente influenciada pela 

hiperglicemia, mas sim por fatores de confundimento, o grau de controle metabólico e 

extensão dos danos da glândula salivar. Isto posto, o nível de glicose varia de acordo 

o tipo de amostra de saliva. O estado da glândula salivar pode influenciar o nível de 

glicose na saliva (Balan et al., 2014). 

 

Parâmetros salivares como fluxo, capacidade tampão e concentração da 

glicose na saliva têm sido avaliados em pacientes diabéticos, contudo, observa-se 

resultados conflitantes que podem estar relacionados às técnicas utilizadas, 

diferenças na composição da amostra ou hábitos nutricionais destas, além de serem 

realizados em diferentes localizações geográficas. Além disso, a maioria das 

informações sobre o fluxo de saliva e diabetes é sobre a forma de tipo 1 e, portanto, 

mais estudos devem ser realizados relacionados ao tipo 2. Neste sentido, faz-se 

importante avaliar outros aspectos envolvidos, tais como a avaliação de parâmetros 



 24 

salivares como pH, variação de fluxo, nível de glicose, capacidade tampão e 

xerostomia. Bernardi et al. (2007) analisou estas características em saliva estimulada 

de pacientes diabéticos bem e mal controlados e observou que pacientes diabéticos 

apresentaram taxa de fluxo salivar e níveis de glicose diferentes do grupo controle, 

não importando se a diabete era bem ou mal controlada. 

 

Contudo, como neste estudo foi utilizada saliva estimulada, ainda era 

necessário entender como se dava a concentração de glicose em pacientes diabéticos 

e não dibéticos avaliando a saliva não estimulada. Neste contexto, Jurysta et al. (2009) 

avaliou a concentração e excreção de glicose em saliva não estimulada e 

mecanicamente estimulada em sujeitos não diabéticos e diabéticos. Como conclusão 

o estudo obteve que em indivíduos não diabéticos foi observada uma diminuição na 

concentração de glicose salivar com o aumento do fluxo salivar, mas a taxa de 

excreção de glicose foi inalterada quando comparada saliva estimulada com saliva 

não estimulada. Nos pacientes diabéticos, observou-se um aumento no fluxo salivar 

com concentração de glicose salivar e excreção de glicose inalterada. Tanto a 

concentração de glicose salivar quanto a excreção foram muito mais elevadas em 

pacientes diabéticos do que nos controles, seja na saliva não estimulada ou 

estimulada.   

 

 Outro ascpecto importante é a prevalência de infecção por Candida spp. 

quando comparada quantitativamente com o transporte de Candida na saliva, bem 

como a relação entre transporte de Candida em pacientes diabéticos e não dibéticos. 

Neste sentido, sabe-se que tanto o transporte de Candida quanto a infecção são 

maiores em pacientes diabéticos do que em pacientes não diabéticos (Lamey et al., 

1988). Neste sentido, ainda não se sabe ao certo porque pacientes diabéticos 

desenvolvem mais candidíase e se faz necessário avaliar se este fato está relacionado 

com o aumento de glicose salivar.  
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3 PROPOSIÇÃO 

 
3.1 Objetivo geral 

 

Nesse estudo foi avaliado, in vitro, os efeitos de duas concentrações de glicose 

(0,1mM, simulando a condição da glicose na saliva em condições de saúde e 1,0 mM, 

simulando a concentração de glicose em condições alteradas de saúde) (Ccahuana-

Vásquez e Cury, 2010; Balan et al., 2014; Singh et al., 2014) em um biofilme de 

Candida albicans formado sobre uma monocamada epitelial.  

 

3.1.1 Objetivos Específicos 

 

a) Avaliação do dano celular pela detecção de lactato desidrogenase (LDH) 

liberada pelas células epiteliais 

b) Avaliação da liberação das citocinas pró inflamatórias: Interleucina-1alfa 

(IL-1α), Interleucina-1beta (IL-1β), Interleucina-6 (IL-6), fator estimulador de 

colônias de granulócitos (G-CSF) e fator estimulador de colônias de 

granulócitos e macrófagos (GM-CSF) produzidas pelos queratinócitos em 

resposta à presença de C. albicans 

c) Visualização da arquitetura do biofilme de C. albicans formado sobre a 

monocamada de queratinócitos 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 
Delineamento experimental 

 

No presente estudo os fatores foram a presença de diferentes concentrações 

de glicose na formação de biofilme de C. albicans sobre uma monocamada epitelial. 

Os grupos estudados foram: 

G1:  Monocamada epitelial inoculada com células de C. albicans cujo meio de 

cultura continha 1 mM de glicose 

G2: Monocamada epitelial inoculada com células de C. albicans cujo meio de 

cultura continha 0.1 mM de glicose 

G3: Monocamada epitelial inoculada com C. albicans cujo meio de cultura não 

continha glicose; 

G4: Monocamada epitelial  

 A cepa de referência de C. albicans (ATCC 90028) foi inoculada (105 

céls./poço) sobre monocamada de células epiteliais humanas. Após 16 horas de 

incubação à 37°C e 10% CO2, o meio de cultura (sobrenadante), a monocamada e o 

biofilme de C. albicans foram coletados para as análises. O sobrenadante foi utilizado 

para a determinação de interleucinas pró inflamatórias (IL-1α, IL-1β, IL-6, G-CSF e 

GM-CSF). A quantificação do dano epitelial foi avaliada pela detecção de lactato 

desidrogenase (LDH) liberada (Li et al., 2007b). A arquitetura do biofilme foi avaliada 

em microscópio confocal a laser através da hibridização in situ por fluorescência 

(FISH). O experimento foi realizado em triplicata (n=12) e as análises em duplicata 

para cada um dos experimentos.  

 

Meio de cultura e condições de crescimento dos queratinócitos 

 

Queratinócitos orais humanos espontaneamente imortalizados (NOK-SI) (Dias, 

2010), foram cultivados em meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle 

Medium) (Gibco®) suplementado com 10% FBS e 1% antibiótico, à 37°C, 5% de CO2 

em garrafas de 75 cm2. O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias até que as células 

atingissem subconfluência (70-80% de confluência), quando então foram semeadas 

105 células/poço em placas de 24 poços para a formação de monocamadas epiteliais. 
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O meio de cultura dos poços foi trocado a cada 24 horas até que as células atingissem 

total confluência, quando então, foi realizado a inoculação com C. albicans. O 

experimento foi realizado em triplicata. 

  

Inoculação de C. albicans sobre queratinócitos  

 

Culturas de estoque de C. albicans (ATCC 90028) mantidas à -80°C foram 

reativadas em Sabouraud Dextrose Agar (SDA), uma semana antes de cada 

experimento. No período de 16 horas antes do experimento, estas colônias de C. 

albicans foram semeadas em caldo Low Molecular Weight (LMW) e incubadas sob 

condições aeróbias, à temperatura de 37°C. Após o período de overnight, o inóculo 

foi centrifugado, ressuspendido com tampão fosfato-salino (PBS) e as células 

contadas em câmara de Neubauer, a fim de padronizar o inóculo em 105 células/mL. 

Para realizar a inoculação da monocamada, o meio DMEM foi removido e 1 mL de 

DMEM contendo 105 células/ mL de C. albicans, suplementado com glicose ou não, 

foram dispostos sobre a monocamada epitelial para os grupos G1, G2 e G3. Para o 

grupo G4 foi realizada a troca do meio sem adição de glicose e C. albicans. Uma 

lamínula foi disposta no fundo do poço de amostras de cada grupo, a fim de que as 

células e biofilme, pudessem ser levados ao confocal. Após período de 16 horas de 

incubação, o sobrenadante e os biofilmes/camada celular foram coletados e 

analisados. 

 

Coleta do meio e fixação da monocamada para análise 

 

Após incubação por 16 horas, o meio de cultura foi coletado e utilizado para 

quantificação de citocinas pró-inflamatórias e avaliação do dano tecidual foi avaliado 

pela detecção de LDH. Em seguida, a camada celular e biofilme foram 

cuidadosamente lavados com PBS, fixados com paraformolaldeído 4% durante o 

período de 1 hora e, por fim, armazenados em álcool 50°GL até a realização da 

hibridização do biofilme e sua visualização por microscopia confocal a laser. 
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Análise do dano tecidual pela detecção de lactato desidrogenase (LDH) 

 

A liberação da enzima  lactato desidrogenase (LDH) no meio de cultura foi 

determinada como um indicador de dano celular, tendo como controle negativo a 

monocamada não infectada grupo G4 (Bertolini et al., 2015). Para tanto, foi utilizado 

o Kit de detecção de citotoxicidade específico para LDH (MAK066 Sigma Aldrich) 

contendo L-Lactato desidrogenase (L-LDH), de acordo com o protocolo especificado 

pelo fabricante. Foi utilizado uma placa de 96 poços, onde o sobrenadante do meio 

de cultura previamente coletado, bem como a curva padrão foram lidos com a 

utilização de espectrofotômetro em um comprimento de onda de 450 nm em intervalos 

de 5 minutos até que um poço das amostras ultrapasse o valor de absorbância do 

poço mais concentrado da curva padrão. O experimento foi realizado em duplicata. 

 

Análise da liberação de citocinas pró-inflamatórias  

 

Para a determinação das citocinas pró-inflamatórias (IL-1α, IL-1β, IL-6, GM-

CSF e G-CSF) foi utilizado o kit Milliplex HCYTO60k-05. O ensaio foi realizado de 

acordo com as recomendações do fabricante utilizando a  tecnologia Luminex xMAP 

(Multiple Analyte Profiling) (Moncunill et al., 2013). O experimento fundamenta-se no 

imunoensaio, onde anticorpos de captura específicos para cada analito encontravam-

se ligados à microesferas de látex (coradas com dois fluoróforos. As amostras, bem 

como os padrões, foram adicionadas aos poços contendo o mix das microesferas 

acopladas aos anticorpos de captura. 

Após a ligação do analito aos anticorpos de captura, um o anticorpo de 

detecção biotinilado foi adicionado para ligação ao analito específico. Estes foram 

então incubados com o conjugado reporter estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE) para 

amplificação do sinal. A SA-PE então, ligou-se ao anticorpo biotinilado, emitindo sinal 

fluorescente. As microesferas foram lidas no equipamento Luminex 200 - Software 

xPonent/Analyst versão 4.2, este, movimenta as esferas em fila única através de 

feixes de dois lasers diferentes em um citômetro de fluxo. O primeiro feixe de laser 

detecta (classifica) a microesfera (baseado no código de cor específico) e o segundo 

laser quantifica o sinal de reporter em cada microesfera. Ao passarem pelo fluxo 

celular Luminex, cada microesfera foi identificada e o sinal SA-PE associado a elas foi 

quantificado. A quantificação das amostras foi determinada a partir da curva padrão, 
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para tanto, não foi necessária diluição das amostras para dosagem das citocinas. O 

meio de cultura foi utilizado como background e o resultado final foi obtido em pg/mL.  

 

Análise estrutural do biofilme por Microscopia confocal a laser 

 

Para análise qualitativa do biofilme formado sobre a monocamada de 

queratinócitos foi utilizada a técnica de hibridização (Wang, 2011; Cavalcanti et al., 

2015). Trata-se de uma técnica que se baseia na formação in vitro de uma fita de 

ácido nucléico complementar à sequência de interesse (sonda de DNA) marcada com 

um fluoróforo. O biofilme foi fixado com paraformolaldeído 4% por 1 hora e, 

posteriormente, armazenado em álcool 50°GL. As amostras foram imersas em 

solução de lisozima 70.000 U/mL a fim de permeabilizar a parede celular fúngica. Após 

o período de 10 minutos, as amostras foram lavadas com solução salina e então, pré-

incubadas à 46°C imersas na solução tampão de hibridização. Após período de 15 

minutos foi adicionado ao poço 5 µL da sonda EUK516 (ACCAGACTTGCCCTCC) 

marcada com Alexa Fluor 532 e a incubação seguiu por mais 3 horas. As amostras 

foram então lavadas com tampão de lavagem à 48°C por 15 minutos e posteriormente, 

o excesso da solução foi removido e as amostras montadas com 10 µL de Mowiol 

sobre a lamínula. As amostras foram acondicionadas sob abrigo da luz e levadas para 

visualização em microscópio de varredura confocal a laser no comprimento de onda 

de 532 nm. As imagens foram capturadas com um sistema CLSM (Leica Microsystems 

CMS, Mannheim, Alemanha) 27, em intervalos de 1 µm no eixo Z. Estas, foram 

reconstruídas no programa ImageJ a fim de obtermos uma visão tridimensional do 

biofilme. Foram escolhidos 5 sítios aleatórios em cada extremidade e ao centro dos 

espécimes. O mesmo procedimento foi realizado para o grupo controle sem infecção 

G4.  

 

Análise estatística 

 

Os dados foram submetidos à análise de variância por meio de um modelo 

linear generalizado misto. A adequação do modelo foi avaliada por meio da aderência 

dos resíduos à distribuição gaussiana o que foi avaliado por meio do teste de Shapiro-

Wilk, dos coeficientes de assimetria e curtose e de diagramas (histograma e QQplot). 

Variáveis significativas de acordo com a análise de variância tiveram as médias 
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comparadas duas a duas por meio do teste de Tukey-Kramer. Os dados foram 

analisados por meio do sistema SAS e em todos os testes estatísticos foi arbitrado o 

nível de significância de 5% (α=0,05) e intervalo de confiança de 95%. 
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5 RESULTADOS 
 
5.1. Liberação de Lactato Desidrogenase 
 

 A avaliação da liberação de lactato desidrogenase mostrou que não houve 

diferença estatística entre os grupos, demonstrando que a adição de glicose não 

interferiu na liberação de LDH (tabela 1), mesmo considerando a alta concentração 

de 1mM. 

Tabela 1.  Comparação da liberação de lactato desidrogenase (miliunidades) 

Grupos 
Média ± Desvio Padrão 

(miliunidades) 
Interv. Conf. (95%) 

 Superior Inferior 
G1 0,003±0,003  0,026  -0,020  A 
G2 0,001±0,008  0,022  -0,020  A 
G3 -0,005±0,003  0,021  -0,032  A 
G4 0,013±0,002  0,017  0,010  A 

 Médias com letras iguais não diferem entre si (teste F; Tukey-Kramer p<0,05) 

 

A comparação de médias entre os grupos para liberação de LDH é ilustrada na 

figura 1. 

 

Figura 1.  Valores de liberação de lactato desidrogenase entre os grupos, média±desvio 
padrão. Barras com letras iguais indicam médias que não diferem entre si, 
nível de significância de 5%. 

 

 

 

5.1. Liberação de Citocinas pró-inflamatórias  

 

Em relação a liberação da citocina IL-1α, observou-se que a citocina foi 
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elevado que o grupo G3 e G4, contudo, esta diferença não foi observada entre o grupo 

G1 e G2, demonstrando assim que o aumento da concentração de glicose no grupo 

experimental não foi suficiente para alterar a liberação da citocina IL- 1α (tabela 2). 

 

Tabela 2. Comparação da liberação de IL-1α (pg/mL) entre os grupos, média±desvio 
padrão; intervalo de confiança 95% 

Grupos 
Média ± Desvio 
Padrão (pg/mL) 

Interv. Conf. (95%) 
 Superior Inferior 

G1 26,937±1,512 30,692 23,181 A 
G2 22,353±2,144 27,679 17,027     AB 
G3 18,227±3,068 25,847 10,607       B 
G4 2,837±0,898 5,066 0,607           C 

      Médias com letras iguais não diferem entre si (teste F; Tukey-Kramer p<0,05) 

 

 

A comparação de médias entre os grupos para liberação de IL-1α é ilustrada por meio 

da figura 2. 

 

  
Figura 2.  Valores de IL-1α (pg/mL) entre os grupos, média±desvio padrão. Barras 

com letras iguais indicam médias que não diferem entre si (p>0,05) 
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foi suficiente para os diferenciar entre si, mas suficiente para diferenciar o grupo G2 

do G3 e G4 (tabela 3). 

Tabela 3. Comparação da IL-1β (pg/mL) entre os grupos média±desvio padrão; 
intervalo de confiança 95%  

Grupos 
Média ± Desvio 
padrão (pg/mL) 

Interv. Conf. (95%) 
 Superior Inferior 

G1 1,025±0,134 2,232 -0,182    AB  
G2 1,150±0,042 1,531 0,769    A  
G3 0,850±0,035 0,936 0,764   B  
G4 0,840±0,030 0,915 0,765   B  

            Médias com letras iguais não diferem entre si (teste F; Tukey-Kramer p<0,05)  

 

 Os resultados para IL-1β são ilustrados na figura 3. 
 
 

  
Figura 3. Valores de IL-1β (pg/mL) entre os grupos, média±desvio padrão. Barras com 

letras iguais indicam médias que não diferem entre si (p>0,05). 
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Tabela 4. Comparação da Il-6 entre os grupos (média±desvio padrão; intervalo de 
confiança)  

Grupos 
Média± Desvio 
padrão (pg/mL) 

Interv. Conf. (95%)  
Superior Inferior  

G1 6,037±0,388 7,000 5,074    A 
G2 6,147±0,206 6,658 5,635    A 
G3 5,153±0,456 6,286 4,020    A 
G4 4,013±0,437 5,098 2,929   B  

Médias com letras iguais não diferem entre si (teste F; Tukey-Kramer p<0,05)  
 
A figura 4 ilustra as médias para liberação de IL-6 entre os grupos. 
 

 
Figura 4.  Valores de IL-6 (pg/mL) entre os grupos, média±desvio padrão. Barras 

com letras iguais indicam médias que não diferem entre si (p>0,05). 
 

Em relação à liberação de G-CSF observou-se que o grupo G2 liberou mais a 

referida citocina, com diferença estatisticamente significante, em relação ao grupo G4, 

entretanto, não se obteve diferença entre os grupos inoculados com C. albicans G1, 

G2 e G3 (tabela 5). Demonstrando assim que a presença do fungo foi mais importante 

na liberação de G-CSF, em detrimento à adição de glicose ou não. 

 

Tabela 5. Comparação da liberação de G-CSF (pg/mL) média±desvio padrão; 
intervalo de confiança 95% 

Grupos 
Média ± Desvio 

padrão  
Interv. Conf. (95%)  

Superior Inferior  
G1 0,825±0,134  2,032  -0,382 AB 
G2 0,857±0,110  1,129  0,584 A 
G3 0,570±0,000 – –   AB 
G4 0,510±0,121  0,811  0,209     B 

Médias com letras iguais não diferem entre si (teste F; Tukey-Kramer p<0,05) 
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A figura 5 ilustra as médias entre os grupos para liberação de G-CSF nos 

grupos avaliados.  

 

  
Figura 5.  Valores de G-CSF (pg/mL) entre os grupos, média±desvio padrão. Barras 

com letras iguais indicam médias que não diferem entre si (p>0,05) 
 
 
 

Quanto à citocina GM-CSF, não se obteve diferença estatística entre os três 

grupos infectados, demonstrando mais uma vez que a adição de glicose em si não foi 

capaz de induzir maior liberação de GM-CSF. Contudo, é importante observar que 

quando comparados ao grupo sem inoculação, o grupo com adição de 0.1mM de 

glicose foi o único grupo que diferiu com uma média mais elevada e estatisticamente 

significante (tabela 6). 

 

Tabela 6. Comparação da liberação de GM-CSF (pg/mL) entre os grupos 
média±desvio padrão; intervalo de confiança 95%       

Grupos 
Média± Desvio 
padrão (pg/mL) 

Lim. Conf. (95%)  
Superior Inferior p<0,0378 

G1     7,440±0,737 9,270 5,610  AB 
G2     8,423±0,437 9,510 7,337  A 
G3     6,880±1,838 11,445 2,315  AB  
G4     5,347±0,472 6,520 4,173    B  

   Médias com letras iguais não diferem entre si (teste F; Tukey-Kramer p<0,05)  

 
A comparação de medias de liberação de GM-CSF entre os grupos estudados 

é ilustrada por meio da figura 6. 
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Figura 4.  Valores de GM-CSF (pg/mL) entre os grupos, média±desvio padrão. 

Barras com letras iguais indicam médias que não diferem entre si 
(p>0,05). 

 
 
5.3. Arquitetura do biofilme de C. albicans  
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ausente, ao levar ao microscópio nenhum sinal de fluorescência foi emitido. 
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Figura 7. Imagens de microscopia confocal a laser, visualização dos biofilmes nos 
grupos G1(A), G2(B) e G3(C), respectivamente. O grupo G4, por não ter sido 
inoculado, não houve emissão de fluorescência.   
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6 DISCUSSÃO 
 

 

Apesar das medidas preventivas e de tratamento estarem bem estabelecidas 

para complicações microvasculares em pacientes diabéticos, pouca atenção é dada 

para os casos de infecções, embora existam evidências sugerindo maior 

susceptibilidade a infecções e pior prognóstico para esses pacientes quando 

acometidos por uma infecção. Várias patologias infecciosas têm sido relacionadas 

com a diabetes, entre elas a candidíase (Fuji et al., 2016; Pearson-Stuttard et al., 

2016).  

 

A colonização por Candida spp. em pacientes diabéticos é mais elevada que 

em pacientes não diabéticos, e está associada a vários patógenos, principalmente 

Candida albicans (Muller et al., 2005; Al-Attas e Amro, 2010; Pallavan et al., 2014; 

Sampath et al., 2016). Além disso,  tem sido reportado na literatura que a glicose 

salivar em pacientes diabéticos é mais elevada do que em pacientes não diabéticos 

e, tal aumento independe se a glicemia plasmática do paciente diabético está 

controlada ou não (Bernardi et al., 2007). Deste modo, o presente estudo avaliou se o 

aumento da glicose salivar poderia estar relacionado com a maior taxa de infecção 

fúngica nesses pacientes.  

 

Isto posto, se faz importante ressaltar que as superfícies colonizadas por C. 

albicans diferem em relação ao pH, fonte de carbono e os tipos de células imunes 

presentes. Além disso, a C. albicans tem a capacidade de crescer em ambiente pobre 

em glicose, contudo, nestes casos ela utiliza outras fontes de carbono em associação 

associadas à glicose. Sabe-se que o crescimento em fontes alternativas de carbono 

induz a remodelação da parede celular de fungos e a modulação proteômica e de 

secretoma, afetando deste modo a adesão, virulência e formação de biofilme deste 

fungo (Ene et al., 2012, Ene et al., 2013). Os polissacarídeos presentes na parede 

celular da Candida têm papel fundamental reconhecimento deste pelas células imunes 

do hospedeiro e na indução da produção de citocinas. Desta forma, está bem 

estabelecido na literatura que a fonte de carbono é um fator importante na interação 

Candida e hospedeiro (Fleck et al., 2011; Ene et al., 2012; Austin et al., 2014), contudo 
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ainda não está totalmente elucidado qual o impacto das diferentes concentrações das 

fontes de carbono utilizadas pela C. albicans durante processo de invasão tecidual. 

 

As células de C. albicans promovem morte celular por dois mecanismos 

distintos, necrose e apoptose. A apoptose está relacionada aos momentos iniciais da 

infecção enquanto a necrose nos estágios mais tardios (Villar e Zhao, 2010). A 

necrose é um tipo de morte celular caracterizada pelo aumento de volume intracelular 

e ruptura da membrana plasmática, fazendo com que haja liberação do conteúdo 

intracelular para o meio extracelular, dentre as enzimas liberadas pode-se destacar a 

lactato desidrogenase (LDH). Deste modo, o dano celular sob diferentes condições, 

pode ser quantificado em cultura de células medindo a liberação de LDH (Chan et al., 

2013) no meio de cultura. 

 

Uma vez que as células fúngicas possuem formação de hifas e secretam 

grandes quantidades de enzimas hidrolíticas, as células epiteliais estão mais 

propensas a sofrerem necrose. Além disso, Buu e Chen (2014) descreveram 

previamente que, na presença de glicose 1% e a 0,1% (nível de glicose da corrente 

sanguínea) as células fúngicas exibiram uma proporção semelhante de transição de 

levedura para hifa. Nossos resultados corroboraram com o referido estudo, uma vez 

que, a liberação de lactato desidrogenase não diferiu entre os grupos avaliados. Deste 

modo, a adição ou não de glicose não interferiu no dano celular sofrido pelas células 

epiteliais.  

 

A candidíase é caracterizada pela invasão do epitélio oral por hifas que causam 

danos teciduais liberando mediadores inflamatórios que iniciam e sustentam a 

inflamação local (Feller et al., 2014). Queratinócitos, fibroblastos e leucócitos, são 

algumas das células que expressam o receptor para IL-17 (IL-17R). Após a ativação, 

a sinalização intracelular de IL-17R induz a produção de citocinas e quimiocinas. Além 

de manter a função de barreira e proporcionar um ponto de ancoragem para a 

colonização de C. albicans, as células epiteliais também desempenham um papel 

fundamental na defesa do hospedeiro ao iniciar as respostas imunes inatas e 

adaptativas. A ativação epitelial por C. albicans resulta na indução de moléculas o 

imunitárias incluindo IL-1α, IL-1β, IL-6, G-CSF e GM-CSF. Resultando no 
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recrutamento de células do sistema imunológico, em especial os neutrófilos (Feller et 

al., 2014; Hebecker et al., 2014). 

 

Uma resposta imunológica equilibrada é crucial para a proteção das superfícies 

mucosas que estão em contato com patógenos (Schaller et al., 2002). No nosso 

estudo, foi observado que a presença de C. albicans modulou a liberação de todas as 

citocinas avaliadas. Contudo, os grupos G1 e G2 não diferiram estatisticamente entre 

si para nenhuma das citocinas estudadas, demonstrando que a presença do fungo 

desencadeou resposta inflamatória, contudo esta resposta não foi alterada na 

presença de diferentes concentrações de glicose. O grupo G4, como já bem descrito 

na literatura (Dongari-Bagtzoglou et al.,) apresentou as menores médias para 

liberação das citocinas pró-inflamatórias avaliadas. 

 

A IL-1α é produzida pelos queratinócitos e é expressa em níveis mais elevados 

no tecido epitelial do que outros tecidos. Sua importância na cascata da resposta 

imunológica está bem estabelecida na literatura (Bando et al., 2007; Hebecker et al., 

2014; Naglik et al., 2014), uma vez que sua liberação controla a imunidade inata em 

células epiteliais. A liberação de IL-1α no epitélio oral pode atuar como um sistema de 

vigilância imune inata e um sistema de alerta para leucócitos. No presente estudo a 

IL-1α foi modulada pela presença do fungo, apresentando uma maior liberação em 

todos os grupos infectados, em detrimento ao grupo G4. Contudo entre os grupos com 

diferentes concentrações de glicose, não foi observado diferenças estatísticas, 

demonstrando que a resposta imune não foi aumentada com o aumento da 

concentração de glicose. 

 

 Neste sentido, é importante ressaltar que a IL-1β tem papel importante no 

processo imunológico, em especial no recrutamento de neutrófilos para o local de 

infecção (van de Veerdonk et al., 2010). A liberação de citocina IL-1β no presente 

estudo, também foi modulada na presença da C. albicans, porém os grupos G1 e G2 

se mostraram estatisticamente iguais. Sugerindo mais uma vez que a alteração na 

concentração de glicose não é um determinante no processo de invasão tecidual. 

 

 Quando às citocinas GM-CSF, G-CSF e IL-6, os grupos G1, G2 e G3 não 

tiveram diferença estatística. Isto demonstra que a presença de Candida albicans foi 
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mais importante na liberação de citocinas (Schaller et al., 2002; Dongari-Bagtzoglou 

et al., 2004; Li e Dongari-Bagtzoglou, 2009; Feller et al., 2014; Hebecker et al., 2014) 

do que a adição de glicose, uma vez que o grupo G4 se mostrou estatisticamente 

diferente dos demais.  

 

Além disso, o grupo inoculado com adição de 0.1 mM de glicose foi 

estatisticamente mais elevado quando comparado ao grupo G4 para as citocinas G-

CSF e GM-CSF enquanto que o grupo G1 não teve diferença estatísticas entre os 

referidos grupos. Demonstrando assim, que a adição de 1 mM de glicose liberou 

citocinas basalmente, semelhante ao grupo G4, sendo que a adição de 0.1mM de 

glicose gerou maior resposta imune quando comparada aos grupos sem adição de 

glicose . Tal resultado pode ser explicado pelo fato de que o baixo nível de glicose é 

mais potente para promover a transformação de leveduras em hifas e na indução da 

expressão de SAP5 e SAP6. Deste modo, supõe-se que a concentração de glicose 

pode regular a expressão de outros fatores virulentos durante o desenvolvimento de 

hifas de C. albicans (Buu e Chen, 2014).  

 

Em relação à estrutura do biofilme, foi observado que o grupo G2 demonstrou 

um biofilme mais denso, espesso e com mais células filamentosas que os grupos G1 

e G3. Sendo assim, acredita-se que a adição de glicose 0,1 mM promove maior 

diferenciação e crescimento de C. albicans do que a adição de 1mM de glicose. 

Contudo, esta maior proliferação e diferenciação celular fúngica, não parece alterar 

sua capacidade de invasão na monocamada epitelial, uma vez que, não houve 

aumento de LDH liberada entre os grupos inoculados avaliados, bem como a liberação 

de citocinas foi igual para os grupos com adição de glicose.  

 

A partir dos dados supracitados, propõe-se que outros mecanismos possam 

estar envolvidos com a alta taxa de candidíase em pacientes diabéticos. Dentro deste 

contexto, é importante ressaltar que a hiperglicemia persistente pode levar a 

alterações microvasculares nos vasos sanguíneos e na membrana basal das 

glândulas salivares, podendo levar a um aumento do teor de glicose na saliva. Deste 

modo, a glicose salivar pode não ser diretamente influenciada pela hiperglicemia, mas 

sim por fatores de confundimento como a extensão dos danos da glândula salivar 

(López-Pintor et al., 2016). 
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Também é importante ressaltar que outros modelos de estudo podem fornecer 

respostas acerca da relação patógeno-hospedeiro mais específicas. Dentro eles, 

pode-se citar o modelo de epitélio 3D (Dongari-Bagtzoglou e Kashleva, 2006), que 

trata-se de um epitélio estratificado muito semelhante ao encontrado in vivo, 

especialmente importante nos estudos de invasão em camadas de tecidos mais 

profundos. Neste, além de queratinócitos, fibroblastos, o modelo pode ser 

suplementado com células imunes, permitindo assim, uma melhor análise da 

interação das células epiteliais e imunológicas durante as infecções por Candida. Mais 

estudos devem ser realizados em modelos 3D a fim de avaliar dano tecidual e 

resposta imune em diferentes concentrações de glicose.  
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7 CONCLUSÃO 
 

A partir dos resultados conclui-se que: 

 

A glicose parece não afetar diretamente o comportamento da C. albicans durante o 

processo de invasão tecidual. Outros mecanismos podem estar envolvidos fazendo 

com que seja necessária a realização de outros estudos. 

 

a) A adição de glicose não foi capaz de alterar a liberação de LDH nos grupos 

estudados. 

b) A dosagem de citocinas não diferiu entre os grupos G1 e G2 para nenhuma 

citocina avaliada. 

c) O biofilme formado na concentração da glicose salivar aparenta ser 

discretamente mais espesso quando comprado ao biofilme formado com alta 

concentração de glicose ou, ainda, sem glicose. Contudo, uma análise 

quantitativa deve ser realizada para ser feita tal afirmação.  
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