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RESUMO 

Neoplasia maligna bucal se desenvolve a partir do revestimento epitelial da 
mucosa da boca. De acordo com a Organização Mundial de Saúde, ocorrem 
640.000 casos de câncer oral por ano, sendo o sexto tipo mais incidente e 
responsável por 10% de todos os tumores malignos no mundo. Diversos 
fatores estão envolvidos na carcinogênese, incluindo as infecções por micro-
organismos. As leveduras podem desencadear mecanismos cancerígenos por 
metabolizar substâncias cancerígenas, como as nitrosaminas. Infecções 
fúngicas em pacientes portadores de câncer bucal são induzidas pelo 
desequilíbrio imunológico devido à terapia antineoplásica, assim como pela 
virulência do agente etiológico. A virulência das espécies de Candida pode ser 
determinada pela capacidade de aderência, proliferação, produção de enzimas 
como a protease, formação de tubo germinativo e resistência a drogas 
antifúngicas, o que torna importante a busca de novas alternativas 
terapêuticas, como a planta Indigoffera suffruticosa. O objetivo deste trabalho é 
estudar a relação da produção de nitrosamina, testar a susceptibilidade 
antifúngica in vitro de drogas convencionais e do extrato de I. suffruticosa em 
leveduras isoladas de neoplasia maligna bucal. Amostras foram isoladas de 
lesões malignas bucais através de biópsia, em seguida processadas para a 
realização de exame direto e cultura. As leveduras isoladas foram purificadas e 
posteriormente identificadas através da taxonomia clássica e automação. Em 
seguida, foram verificados fatores de virulência das leveduras quanto à 
produção de tubo germinativo, aderência às células epiteliais orais, detecção 
de protease e sensibilidade a antifúngicos (anfotericiana B, fluconazol, nistatina 
e o extrato de I. suffruticosa). Foram coletadas 68 amostras clínicas em 
pacientes que apresentavam tumores bucais. Ocorreu o predomínio do gênero 
masculino, da tumoração na língua e do tipo histológico Carcinoma 
escamocelular. Um paciente apresentou paracoccidioidomicose que simulava 
clinicamente lesões neoplásicas. Das amostras clínicas obtidas em tumores 
bucais, foram isoladas 14 espécies de leveduras, sendo Candida albicans (7), 
C. famata (2), C. tropicalis (3), C. lusitanie (1), C. parapsilosis (1). Destas 
apenas os isolados C. famata (7085) e C. tropicalis (7090) não formaram tubo 
germinativo. Todos os isolados foram capazes de aderir às células epiteliais 
orais, sendo que 57% apresentaram forte aderência, 14% moderada e 29% 
fraca aderência. C. famata (7085), C. tropicalis (7092) e C. albicans (7098) não 
apresentaram atividade proteásica. Com relação ao teste de susceptibilidade a 
antifúngicos, todas as leveduras foram sensíveis às drogas nistatina e 
anfotericina B. Os isolados C. albicans (7094) e C. famata (7096) apresentaram 
resistência ao fluconazol.  A proteína inibe o crescimento de C. albicans, C. 
krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis com CIM de 64, 32, 8 e 16 μg.mL- 1, 
respectivamente. Leveduras isoladas em tumores bucais apresentam perfis 
diversos quanto a patogenicidade e susceptibilidade a drogas antifúngicas. 
Anfotericina B, nistatina e fluconazol podem ser utilizadas no tratamento de 
infecções fúngicas da mucosa oral ou sistêmicas em pacientes com câncer de 
boca. Contudo, se faz importante o diagnóstico micológico em pacientes com 
suspeita de câncer oral, devido ao perfil clínico que pode simular o câncer e as 
de infecções associadas. 

 

Palavras-chave: Câncer bucal, Candida, drogas antifúngicas.  



 

 

 

ABSTRACT 

 

Malignant oral neoplasm develops from the epithelial lining of the mucosa of the 
mouth. According to the World Health Organization, there are 640,000 cases of 
oral cancer, the sixth type being more accessible and responsible for 10% of all 
malignancies in the world. Several factors are involved in carcinogenesis, 
including microorganism infections. Yeasts can initiate cancer mechanisms by 
metabolizing carcinogens, such as nitrosamines. Fungal infections in patients 
with oral cancer are induced by immunological imbalance due to antineoplastic 
therapy, as by virulence of the etiological agent. The virulence of Candida 
species can be determined by the ability of adhesion, proliferation, production of 
enzymes such as protease, formation of germ tubes and resistance to 
antifungal drugs, which makes it important to search for new therapeutic 
alternatives, such as the Indigoffera suffruticosa. The objective of this work is to 
study the relationship of nitrosamine production, to test the in vitro antifungal 
susceptibility of conventional drugs and I. suffruticosa extract in yeast isolated 
from oral malignant neoplasia. Samples were isolated from oral malignant 
lesions by biopsy, then processed for direct examination and culture. The 
isolated yeasts were purified and later identified through classical taxonomy and 
automation. Afterwards, yeast virulence factors were verified for germ tube 
production, adhesion to oral epithelial cells, protease detection and antifungal 
sensitivity (amphotericin B, fluconazole, nystatin and I. suffruticosa extract). A 
total of 68 clinical samples were collected in patients with oral tumors. The 
predominance of the male gender, of the tumor in the tongue and of the 
histological type squamous cellular Carcinoma. One patient had 
paracoccidioidomycosis that clinically mimicked neoplastic lesions. From the 
clinical samples obtained in oral tumors, 14 yeast species were isolated, being 
Candida albicans (7), C. famata (2), C. tropicalis (3), C. lusitanie (1) and C. 
parapsilosis (1). Of these, only C. famata (7085) and C. tropicalis (7090) 
isolates did not form germ tubes. All isolates were able to adhere to oral 
epithelial cells, with 57% showing strong adhesion, 14% moderate and 29% 
poor adherence. C. famata (7085), C. tropicalis (7092) and C. albicans (7098) 
showed no protease activity. Regarding the antifungal susceptibility test, all 
yeasts were sensitive to the drugs nystatin and amphotericin B. Isolates C. 
albicans (7094) and C. famata (7096) showed resistance to fluconazole. The 
protein inhibits the growth of C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis and C. 
tropicalis with CIM of 64, 32, 8 and 16 μg.mL-1, respectively. Yeasts isolated 
from oral tumors have different profiles regarding pathogenicity and 
susceptibility to antifungal drugs. Amphotericin B, nystatin and fluconazole may 
be used in the treatment of fungal infections of the oral or systemic mucosa in 
patients with oral cancer. However, the mycological diagnosis is important in 
patients with suspected oral cancer, due to the clinical profile that can simulate 
the cancer and the associated infections.  
 
 
Keywords: Oral cancer, Candida, antifungal drugs. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 O câncer configura-se como um problema de saúde pública de âmbito 

mundial, afetando os países independentemente dos seus níveis de 

desenvolvimento (FERNANDES et al., 2008; OSTERNE et al., 2008). A 

expressão da doença pode ocorrer de várias formas e nas mais variadas 

regiões do corpo como, por exemplo, na boca. Neoplasias malignas bucais, 

assim como as inúmeras doenças localizadas na cavidade oral, comumente se 

desenvolvem a partir do epitélio de revestimento e cerca de 640 mil novos 

casos surgem a cada ano (FARDINI et al., 2004).  

Ao analisar os dados apenas do Brasil, de todos os tipos de câncer que 

são diagnosticados nos limites cabeça e pescoço, praticamente 40% dos casos 

estão localizados na região da cavidade oral.  Esse número representa uma 

elevada incidência da doença e tem conduzido o país a apresentar uma das 

maiores taxas do mundo (CARDOSO et al., 2005; INCA, 2006). 

A etiologia do câncer é multifatorial, podendo ser resultado de vários 

fatores envolvidos de forma isolada ou mesmo combinados. Características 

genéticas, má higienização, imunossupressão, infecções virais pelo papiloma-

vírus I e deficiências nutricionais são geralmente citados como agentes 

causadores da doença. No entanto, a maioria dos casos está relacionada com 

o consumo acumulativo do álcool e do tabaco (KIGNEL; BIRMAN, 2000; 

FARDINI et al., 2004; SPOLIDORIO et al., 2003). 

Os tratamentos instituídos para as neoplasias malignas incluem 

procedimentos invasivos como radioterapia, quimioterapia e cirurgia, os quais 

favorecem a imunossupressão e, consequentemente, o desenvolvimento de 

infecções fúngicas (NAGY et al., 2000). De fato, diversos fatores inerentes aos 

fungos estão diretamente ligados com seu potencial patogênico (SANJAYA et 

al., 2011), porém, a sua aderência que é facilitada em tecidos debilitados, 

constitui a primeira etapa para influênciar na relação com o hospedeiro dando 

início a patogênese das infecções do epitélio (KEMMELMEIER et al., 2011).   

Em certos estados clínicos, a micose pode simular um câncer oral, uma 

vez que há semelhança das lesões com neoplasias (MENESES-GARCÍA et al., 

2002; SHIBATA et al. 2011; KURAI et al., 2012). Contudo, foram constadas 

possíveis associações de neoplasias e fungos, especialmente espécies de 
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Candida (CAWSON, 1969; KIGNEL; BIRMAN, 2000; McCULLOUGH et al., 

2002; SPOLIDORIO et al., 2003), além de Paracoccidioides brasilienses 

(SHIKANAI-YASUDA et al., 2008), sendo este último considerado raro. 

As leveduras são mencionadas como organismos nitrosantes, ou seja, 

capazes de liberar nitrosaminas, compostos formados a partir da reação de 

aminas ou aminoderivados e possuem alto potencial cancerígeno (KROGH, 

1990; SANCHES-FILHO et al., 2003). Todavia, ainda permanece obscuro o 

papel exercido pelos fungos, especialmente as leveduras, e os danos que 

podem causar em relação a neoplasias bucais. Tal fato deve-se há escassez 

de estudos que relacionem esses microrganismos com a doença.  

Em relação ao gênero Candida, vários fatores são considerados na 

caracterização do potencial de virulência dos microrganismos como os tubos 

germinativos e exoenzimas. Os primeiros marcam o início das hifas em 

algumas espécies e são especialmente incriminados na patogênese da 

candidíase (HUDSON et al., 2004; SAMARANAYAKE et al., 2009).  Já os 

catalizadores estão ligados diretamente com o fator virulência, e tem sido 

considerado um dos mais importantes fatores para espécies de Candida 

(ÁLVARES et al., 2007).  

O surgimento de leveduras patógenas e com resistência secundária aos 

antifúngicos sintéticos provocou a necessidade da aplicação de métodos para 

avaliar a susceptibilidade a essas drogas. O National Commitee for Clinical 

Laboratory Standards (NCCLS) regularizou um método de referência para 

Testes de Diluição em Caldo para Determinação da Sensibilidade de 

Leveduras à Terapia Antifúngica pelo CLSI M27-A3 

Os últimos anos têm se caracterizado pela retomada aos estudos com 

produtos naturais, na tentativa de se obter novos princípios ativos/modelos 

para síntese de novas drogas, demonstrando que a necessidade por 

substâncias fitoterápicas alternativas permanece (QUEIROZ et al., 2008). Além 

disso, a utilização de fitoterápicos pode ser uma excelente opção em se obter 

resposta antifúngica eficaz, com ausência de toxicidade e efeitos indesejáveis 

(LEITE et al., 2006). 

A Indigofera suffruticosa é uma espécie de Fabeacea que tem 

despertado interesse por sua utilização popular no tratamento de inflamações e 
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epilepsias. Estudos com este vegetal apresentam eficácia como antimicrobiano 

e antitumoral (LEITE et al., 2006; VIEIRA et al., 2007). 

A alta incidência das neoplasias malignas bucais, o elevado número de 

infecções secundárias por Candida spp, desperta a busca pelo conhecimento 

do perfil patogênico das espécies e a susceptibilidade aos antifúngicos por 

esses microrganismos. Estas leveduras têm sido as principais causas de 

infecções em pacientes com câncer bucal, tornando-se preocupante, diante 

das limitadas e tóxicas drogas antifúngicas utilizadas.  Assim, tornam-se 

necessários estudos aprimorados no perfil desses fungos e a busca por novas 

condições de tratamento. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Epidemiologia do câncer bucal 

 

O estabelecimento do câncer ocorre a partir do desenvolvimento de 

células que sofrem mutação, como causa de danos em um ou mais genes de 

uma única célula, tornando-a capaz de multiplicar-se rapidamente (INCA, 

2006). De todas as regiões anatômicas afetadas pela neoplasia na região de 

cabeça e pescoço, a cavidade oral é a que apresenta maior número de casos 

(40%). Na sequência surge a laringe (25%), seguida da faringe (15%) e das 

glândulas salivares (7%). As demais localidades representam 13% da doença 

(CARDOSO et al., 2005; CASTRO et al.,1999). 

O câncer de boca é um importante problema de saúde pública em países 

desenvolvidos e em desenvolvimento, sendo o sexto tipo de câncer de maior 

incidência no mundo (OLIVEIRA et al., 2006), é responsável por mais de seis 

milhões de óbitos a cada ano, representando em torno de 12% de todas as 

causas de morte no cenário mundial (GUERRA et al. 2005; SILVESTRE; 

JERONYMO 2007; INCA, 2011). 

Os tumores malignos da região de cabeça e pescoço acometem 5% do 

total de casos das neoplasias malignas na população brasileira e a incidência 

do câncer oral no país é considerada uma das mais altas do mundo 

(SCHWARTZ et al., 2008; TINCANI et al., 2000).  As lesões malignas nos 

tecidos bucais mais prevalentes no Brasil abrangem: lábios, mucosa bucal, 

gengivas, língua, palato duro e assoalho de boca (LONGO et al., 2011). No 

município de São Paulo, o câncer de língua, foi o que mais resultou em maior 

número de óbitos entre as neoplasias de boca e orofaringe nos anos de 1998 e 

2002. Ainda foram observados casos de morte em decorrência de neoplasias 

na mucosa oral e vestíbulo da boca, mas em menor proporção (BIAZEVIC et 

al., 2006). Em relação ao câncer oral, para o ano de 2012, foram estimados 

aproximadamente 14.200 casos em todo território nacional. Destes, cerca de 

dez mil detectados apenas nos homens (INCA, 2011). 

As neoplasias dos sítios anatômicos que abrangem a cavidade bucal são 

definidas como: câncer oral, câncer de boca e câncer bucal. Vários tipos de 

interações entre as localizações anatômicas são abordados em estudos 
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específicos, principalmente nos estudos epidemiológicos (GRONBERG; 

GLICK, 2008; OLIVEIRA, 2006). Apesar das diversas definições, alguns 

trabalhos se referem à cavidade bucal excluindo lábios e glândulas salivares. 

Assim, observa-se falta de consenso entre especialistas em relação à 

classificação das neoplasias bucais. 

No âmbito da política nacional da saúde, o estudo da epidemiologia do 

câncer de boca deve ser compreendido de forma unificada, bem como as 

diferentes localizações anatômicas que abrange a boca. Esta exigência deve-

se ao fato dos cânceres de lábio, cavidade oral (mucosa bucal, gengivas, 

palato duro, língua oral, assoalho da boca) e orofaringe (úvula, palato mole e 

base da língua) serem submetidos aos mesmos fatores de risco, ações 

preventivas e expansão tumoral entre as partes contíguas da boca (MS, 2002). 

Contudo, em relação à orofaringe, incluindo ainda a região das tonsilas e 

faringe posterior, evidenciou-se que as características clínicas, o prognóstico 

da lesão e a resposta aos tratamentos radioterápicos são distintos para as 

regiões (OLIVEIRA et al., 2006). Por fim, foi destacado que o câncer bucal é 

uma denominação que engloba o câncer de lábio (extra oral) e cavidade oral 

(mucosa bucal, gengivas, palato duro, língua e assoalho de boca) 

(SILVESTRE; JERONYMO, 2007). 

 

2.2 Carcinogênese Bucal e Fatores de Predisposição ao câncer  

 

A origem das lesões neoplásicas está associada à ação de fatores 

endógenos como genéticos, bem como, fatores coadjuvantes a exemplo da má 

higienização, imunossupressão, infecções virais pelo papiloma-vírus I e 

deficiências nutricionais. Outros fatores predisponentes exógenos como 

alimentação inadequada, inatividade física, promiscuidade sexual, exposição 

excessiva à radiação ultravioleta e exposição à aflatoxina também favorecem o 

desenvolvimento do câncer (FARDINI et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2006; 

SPOLIDORIO et al., 2003).  

Na carcinogênese bucal há uma rede complexa de fatores envolvidos que 

dependem de variações individuais em resposta a um potencial conhecido ou 

desconhecido, sendo estes agentes indutores denominados carcinógeno 

(GIGLIOTTI et al., 2008; SOARES DE LIMA et al., 2005; LOUREIRO et al., 
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2002). É um processo lento e complexo da exposição repetitiva aos agentes 

causadores, sendo classificada por etapas conhecidas como iniciação 

(alteração irreversível do DNA), promoção (mudança genética na célula 

iniciada alterando a expressão dos genes que regulam a diferenciação) e 

progressão (lesão pré-maligna tornar-se maligna). Nesta última fase, ocorre o 

crescimento desordenado das células, invadindo tecidos e até mesmo 

conduzindo à metástase (LONGO et al., 2011; LOUREIRO et al., 2002). 

O consumo cumulativo do álcool e do tabaco estão relacionados à maioria 

dos casos, pois são dois fatores de risco muito importantes, apesar do câncer 

de boca ser uma doença multifatorial. Mesmo sendo fatores independentes, o 

etilismo e tabagismo possuem ação simultânea, e potencializam o risco do 

câncer o que torna difícil avaliar o efeito dos dois agentes isoladamente 

(GIGLIOTTI et al. 2008; INCA, 2006; REIDY et al. 2011; TANAKA et al. 2011; 

TINCANI et al. 2000). Esse sinergismo pode resultar no aumento da 

permeabilidade da mucosa oral, devido à ação do álcool, que facilitaria a 

passagem de carcinógenos derivados do tabaco para o interior das células 

atuando no DNA (GIGLIOTTI et al., 2008; SILVESTRE; JERONYMO, 2007). Os 

efeitos independentes e conjuntos do fumo e do álcool observados em 

pesquisa de caso-controle no estado de São Paulo, região sudeste do Brasil, 

enfatizam a indução dos carcinógenos estudados (ANTUNES et., 2013).  

Embora o câncer oral seja o resultado de interações de múltiplas 

etiologias, o consumo excessivo do álcool acarreta vários danos a região bucal 

além do aumento da permeabilidade da mucosa. Podem ocorrer mudanças 

displásicas como ceratose, aumento na densidade da camada de células 

basais e vários níveis de danos teciduais (BRANDES-FILHO; LOPES, 2005), 

além de possíveis atrofia epitelial da mucosa, genotoxicidade e alteração do 

fluxo salivar (REIDY et al., 2011). Essas lesões comprometem a integridade e, 

consequentemente, o funcionamento adequado do tecido, estando propício ao 

surgimento de uma neoplasia. 

Por vezes, as neoplasias malignas são precedidas por lesões pré-

cancerosas, tais como leucoplasia, eritroplasia e displasias severas (TANAKA 

et al., 2011). Em um grupo de 277 portadores de alcoolismo e outras drogas 

associadas foram observadas lesões ou alterações na mucosa bucal 

diretamente relacionada ao uso do álcool em 65 (23%) dos indivíduos 
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estudados. Foram observados casos de queilite actínica, leucoplasia bucal, 

eritroplasia e líquen plano, entre as lesões pré-malignas (FERNANDES et al., 

2008). 

Das lesões supracitadas, a leucoplasia é a mais comum, representadas 

por manchas ou placas esbranquiçadas que não são removidas à raspagem. 

Outra lesão clássica é a eritroplasia que se caracteriza com coloração 

avermelhada, destacando-se perante a mucosa. As eritroplasias apresentam 

altas taxas de transformação maligna. Quando ocorre associação das áreas 

vermelhas com brancas ou pontos granulares esbranquiçados sobrepostos a 

região vermelha, as lesões são denominadas eritroleucoplasia, 

leucoeritroplasia ou leucoplasia salpicada. Ambas as lesões são assintomáticas 

(HOSNI et al., 2009).  

Pontes e colaboradores (2001) apresentaram um caso clínico raro de 

paciente com 36 anos, do sexo feminino, com lesão na mucosa gengival 

vestibular e lingual, com aspecto de placas leucoplásicas e eritoplásicas, que 

após a biópsia incisional, confirmou tratar-se de Carcinoma epidermóide. 

De acordo com Hosni e colaboradores (2009), os quais realizaram um 

estudo a partir da revisão de prontuários de pacientes que realizaram biópsia 

oral 17.831 casos, revisados nos prontuários de biópsia oral. Foram 

evidenciados treze casos de lesões pré-malignas, sendo dois com eritroplasia 

homogênea e onze com leucoplasia salpicada. Concluíram que essas lesões 

exibem alterações histopatológicas que vão de displasia epitelial a carcinoma 

invasivo, o que confirma a alta malignidade. 

Todavia, mesmo que a relação do consumo crônico do álcool e câncer 

bucal esteja de certa forma estabelecida, a patogênese dessa malignidade 

oriunda de bebidas alcoólicas não é bem instituída. Isto deve-se a observações 

que, nem todas as pessoas, que desenvolvem esta doença, a necessariamente 

ingerem álcool, bem como, indivíduos consumidores de longo prazo não 

apresentam este tipo de neoplasia (REIDY et al., 2011). De fato, o próprio 

álcool já foi considerado livre de ser um produto cancerígeno quando analisado 

isoladamente (AIPC, 1988). Porém, ficou constatado que o acetaldeído, 

principal metabólito do etanol, é um agente cancerígeno e de maior importância 

dentro da combinação álcool e neoplasias orais (CARRARD et al. 2008; 

GIGLIOTTI et al. 2008). 
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Uma das formas de oxidação direta do etanol é por meio dos 

microrganismos da microbiota de cavidade oral. Algumas bactérias e leveduras 

possuem a capacidade de metabolizar álcool em acetaldeído, surgindo novas 

especulações quanto ao papel dos microrganismos na patogênese do câncer. 

Em condições in vitro, isolados de C. tropicalis e C. parapsilosis foram capazes 

de produzir alto teor de acetaldeído oriundo do etanol, enquanto que C. 

glabrata obteve um desempenho melhor na obtenção do produto a partir da 

glicose. C. albicans, por sua vez, apresentou ser eficiente na produção do 

agente cancerígeno de ambas as fontes (NIEMINEN et al., 2009).       

 Os microganismos C. albicans e Neisseria sp têm se destacados na 

produção de acetaldeído por possuírem alta atividade da enzima álcool 

desidrogenase, estando mais presentes na microbiota bucal de indivíduos 

alcoolistas (CARRARD et al. 2008). Desta forma, a higienização inadequada e 

o alto consumo alcoólico elevam o teor de acetaldeído, justificando assim a 

incidência de câncer bucal nos indivíduos que apresentam estes 

comportamentos (REIDY el al, 2011). 

Neste sentido, a ação metabólica de microrganismos para produção de 

substâncias indutoras do câncer, como leveduras do gênero Candida, deve ser 

avaliada, evidenciando a necessidade de estudos relacionados a presença de 

fungos, neste sítio, acometido pelo câncer e a ação promotora de neoplasias 

destes microrganismos (BONAN et al., 2007; O’GRADY; READE, 1992). 

Além das bebidas alcoólicas, o uso de colutórios, conhecidos como 

enxaguantes bucais, tem levantado uma preocupação entre os especialistas, 

pois na grande maioria, o álcool é utilizado como solvente de princípios ativos 

na composição do produto (BLANC et al., 2008). Em indivíduos saudáveis e 

não fumantes, os níveis de acetaldeído pós uso de colutórios com álcool, foram 

correspondentes aos encontrados após o consumo de bebidas alcoólicas. 

Assim, a sua utilização diária possivelmente expõe os indivíduos ao risco de 

desenvolver um câncer na região oral (LACHENMEIER, 2009).  

A relação que associa o câncer bucal com o tabagismo é variável de 

acordo com a intensidade do consumo de cigarros diários, assim como pela 

longa duração do hábito de fumar os diversos tipos de cigarros como o cigarro 

de palha, cachimbo, charutos e os industrializados conhecidos como 

tradicionais (SILVESTRE; JERONYMO, 2007). 
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No tabaco já foram encontradas mais de 60 substâncias carcinogênicas e 

o ato de fumar permite a combustão de vários produtos cancerígenos. A 

alteração que ocorre na mucosa bucal decorre da presença dessas 

substâncias associadas à exposição contínua ao calor desprendido pela 

combustão do fumo. O tabaco sem fumaça (rapé e tabaco para mascar) 

também pode favorecer o aparecimento da doença devido a um contato mais 

prolongado dos resíduos deixados entre bochecha e língua (SILVESTRE; 

JERONYMO, 2007). Nas células epiteliais que revestem a mucosa do trato 

aerodigestivo, ocorre o processo de degradação do tabaco que resulta em 

elementos como fonte de nitrosamina, os quais atuam na promoção do câncer 

bucal (KIGNEL; BIRMAN, 2000). 

 

2.2.1 Produção de Nitrosamina por Candida 

 

As nitrosaminas são compostos variados formados a partir de uma 

reação das aminas ou aminoderivados com agentes nitrosantes, as quais 

possuem alto potencial cancerígeno. Sua característica estrutural comum é a 

presença do grupo funcional N-NO incluindo nitrosaminas e nitrosamidas 

(Figura 1) (SANCHES FILHOS et al., 2003).  

 

 

 

Fig. 1. Estrutura química da nitrosamina 

 

 

                                                      

 

Estudos observacionais com as exposições de nitrosamina são 

altamente complexos, havendo a ocorrência simultânea de diversos fatores 
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(PEREIRA, 2008). Em humanos, é certo que a exposição ocorre pela inalação 

e ingestão de nitrosaminas pré-formadas ou pela nitrosação endógena 

(OLIVEIRA et al., 2005). Estas substâncias geralmente se formam em meio 

ácido (pH 3) tanto no ambiente como in vivo. Embora os alimentos e o tabaco 

sejam importantes fontes de exposição dos compostos N-nitrosos, estes 

parecem originar-se in vivo através da reação do nitrato com as aminas. Cerca 

de 5% do nitrato ingerido é transformado em nitrito na saliva e misturados às 

aminas encontram-se junto ao suco gástrico condições ideais para formar a 

nitrosamina. (SANCHES-FILHOS, 2002). 

Nitrosaminas e seus precursores podem estar presentes em uma vasta 

variedade de produtos naturais ou bens manufaturados, agrotóxicos, tabaco, 

detergentes, inibidores de ferrugem, artigos de borracha, solventes, 

medicamentos, plásticos, produtos em couro, têxteis e cosméticos. Nos 

alimentos, os compostos N-nitrosos são utilizados largamente como aditivos 

alimentares, principalmente em alimentos não cozidos, atuando nos produtos 

industrializados favorecendo qualidades de aroma, sabor, textura e 

preservação do produto. No entanto, o uso é discutível por serem conhecidos 

como potentes cancerígenos, indicados por alguns estudos com relação entre 

a ingestão de nitrosaminas e o risco a diferentes tipos de câncer (DIETRICH et 

al., 2005; OLIVEIRA et al., 2005). 

As nitrosaminas podem surgir como produtos de reação entre o nitrito 

ingerido ou formado, reagidos com as aminas secundárias ou terciárias e 

amidas presentes nos alimentos. A ingestão do nitrito deve ser restringida, pois 

este pode agir no organismo sobre a hemoglobina e produzir a 

metamioglobina, que inibe a função normal do sangue em transportar oxigênio 

(GIRI et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2005). Nitrosaminas que atingem a corrente 

sanguínea humana podem surgir ou partir de fontes endógenas, sintetizadas 

no estômago a partir de precursores ingeridos por alimentos, ou de fontes 

exógenas, sendo absorvido já pré-formado (GIRI et al.,2013).  

As nitrosaminas têm sido associadas ao desenvolvimento de câncer, 

especialmente, de tumores localizados no trato respiratório, no sistema 

digestivo, na bexiga, no cérebro e principalmente na cavidade oral de fumantes 

(PEREIRA, 2008). De fato, o tabagismo é a maior fonte exógena de exposição 
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às nitrosaminas que são formadas por processo de nitrosação da nicotina 

durante a fermentação (GIRI et al., 2013). 

Outra via de formação das nitrosaminas é através do processo 

bioquimíco de nitrificação e desnitrificação por microrganismos. Bactérias 

isoladas, procedidas de infecções humanas podem também catalisar a 

nitrosação de aminas in vitro (GIRI et al., 2013; PEREIRA, 2008). Acredita-se 

que há coparticipação de microrganismos na carcinogênese, além disso, a 

carga polimicrobiana causada por biofilmes na cavidade oral, podem também 

possuir interações mutagênicas com a saliva, agindo como cofatores na 

carcinogênese (MEURMAN, 2010).   

Possivelmente, espécies de Candida apresentam um importante papel na 

carcinogênese oral, baseado no fato de que certas espécies têm maior 

potencial de nitrosação, elaborando assim, compostos de nitrosaminas que 

desempenham um papel relevante na iniciação da carcinogénese (SANJAYA et 

al., 2011). Essa capacidade de produzir nitrosaminas foi observada 

especialmente em Candida albicans isolada de lesões pré-cancerosas, com 

destaques também para C. tropicalis, C. parapsilosis e Torulopsis glabrataI. A 

aceitação do potencial de Candida na promoção de malignidade foi fortalecida 

quando observou-se que as maiores produtoras de nitrosamina foram as 

isoladas de lesões pré-cancerosas mais avançadas (KROGH; HOLMSTRUP et 

al., 1987).  Em um modelo experimental utilizando várias combinações da 

solução cancerígena 4QNO (4-nitroquinoline-1-oxide), foi possível observar a 

prevalência da indução do carcinoma escamocelular oral quando combinaram 

4QNO com C. albicans (O’GRADY; READ, 1992). 

A ação de Candida como agente promotor de neoplasias, ficou 

fortemente evidenciando, em um caso real de um paciente idoso, acometido de 

candídiase esofágica, recorrentes por 12 anos, após diversos tratamentos com 

antifúngicos sem sucesso. Após o surgimento de linfonodos servicais, 

diagnosticou-se um carcinoma de células escamosas associado à infecção por 

levedura do gênero Candida. Possivelmente, a infecção em longo prazo do 

epitélio esofágico pela levedura e subsequente exposição prolongada à 

nitrosaminas, podem explicar o desenvolvimento do carcinoma, uma vez que o 

paciente não apresentava fatores de risco evidentes ao câncer como 

tabagismo, alcoolismo e predisposição genética (DELSING et al., 2012).  
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A hipótese da atuação de espécies de Candida na promoção de lesões 

pré-malignas e malignas da cavidade oral tem sido abordada, em especial na 

capacidade de C. albicans na nitrosação para formar nitrosaminas a partir dos 

seus precursores. Estas nitrosaminas agem no epitélio normal, levando ao 

desenvolvimento de displasia e de carcinoma oral, sugerindo o papel promotor 

do gênero Candida (Figura 2). Contudo, ressalta-se que a ação carcinogênica 

ocorre concomitante a outros fatores tais como violação da integridade epitelial 

e uso de carcinógenos como tabaco. Além disso, a capacidade de produzir 

neoplasia diretamente, sem a ação de outros fatores de risco ainda não está 

completamente esclarecida (SANJAYA et al., 2011). 

 

Fig. 2. Esquema relacionando a promoção do câncer oral por nitrosação de 

Candida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Modificado de Sanjaya et al., (2011). 

 

2.3 Tipos de câncer de boca 

 

O câncer é desenvolvido a partir de diversos tipos celulares que compõe 

o organismo. Assim, quando tem início em tecidos epiteliais (pele ou mucosa) é 

denominado carcinoma. Se iniciar em tecido conjuntivo (osso, músculo ou 

cartilagem), denomina-se sarcoma. Os vários tipos de câncer possuem a 

Carcinoma Oral 
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capacidade de invasão de tecidos, em órgãos vizinhos ou distantes, fenômeno 

conhecido como metástase (INCA 2006; SILVESTRE; JERONYMO, 2007). 

A maioria das lesões malignas localizadas nos tecidos bucais são 

carcinomas (até 95% dos casos), tumores de origem epitelial chamado de 

carcinoma epidermóide, que decorre da proliferação desordenada do epitélio 

de revestimento bucal. Os outros tipos de tumores que podem ocorrer na 

cavidade oral, embora apresentem menor incidência, são os tumores salivares 

(das glândulas salivares menores e da sublingual), os sarcomas (de origem 

vascular, musculares e ósseos) e o melanoma de mucosa (INCA, 2011). 

O carcinoma epidermóide, também chamado de espinocelular ou de 

célula escamosa, está associado ao consumo de álcool e tabaco. Este tipo 

classifica-se em: bem diferenciado, moderadamente diferenciado e pouco 

diferenciado (INCA 2011; LONGO et al., 2011). Geralmente, essa neoplasia se 

caracteriza pelo rompimento do epitélio, com formação de uma úlcera de 

consistência e base endurecidas. Exibindo normalmente um fundo granuloso e 

grosseiro, com bordas elevadas circundando a lesão. Em casos raros, podem 

apresentar consistência mole, como ocorre comumente nas lesões herpéticas, 

traumáticas e nas aftas. Do ponto de vista clínico, pode-se classificar as lesões 

da boca em ulceradas, nodulares e vegetantes (MS, 1996; SILVESTRE; 

JERONYMO, 2007).  

  As lesões ulceradas são divididas em superficial (quando se situam 

paralelamente ao plano do epitélio), infiltrantes (quando invadem os tecidos 

subjacentes) e infiltrante destrutiva (quando, além da infiltração, ocorre perda 

de tecido e a lesão se aprofunda, constituindo-se numa lesão endofítica). As 

lesões nodulares caracterizam-se por serem recobertas de mucosa normal e 

geralmente representam lesões benignas ou malignas de glândulas salivares 

menores. Já as lesões vegetantes se exteriorizam e por isso, são denominadas 

exofíticas (MS, 1996). 

 O melanoma de mucosa oral é uma neoplasia de baixa 

prevalência, representando cerca de 0,5% de todos os tumores malignos orais. 

Os locais de maior incidência são o palato duro (40%), seguido do palato mole 

e gengiva; língua e soalho de boca são menos comuns. Apresentam 

características clínicas com o surgimento de lesões hiperpigmentadas, com 
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coloração variável de cinza ao negro e de vermelho ao roxo (MARTA et al., 

2007). 

 

2.4 Tratamento e complicações do câncer bucal 

 

Os diferentes tratamentos dos mais variados tipos de cânceres permitem 

a remoção de células e tecidos neoplásicos, e vêm passando por grandiosos 

avanços, principalmente com as novas drogas utilizadas na quimioterapia, na 

radioterapia, as vacinas, os transplantes de medula óssea entre outros. 

Entretanto, a escolha do tratamento deve ser adequada de acordo com o caso 

clínico (LONGO et al. 2011; SAPOLINIK, 2003). Para o câncer de boca, são 

preconizados: radioterapia, quimioterapia e cirurgia, além das possíveis 

associações destas três formas, e a escolha desse tratamento depende do 

grau histológico, da localização da lesão, do estadiamento e das condições 

físicas do paciente (VOLPATO et al., 2007; SANTOS et al., 2010). 

A terapia fotodinâmica tem se apresentado como alternativa eficaz para 

o tratamento de lesões neoplásicas dos tecidos bucais. Neste procedimento, 

ocorre a administração de um fármaco não tóxico, por via sistêmica, local ou 

tópica, seguida da aplicação de uma dose específica de luz visível sobre a 

região a ser tratada. Para os tumores de boca, os fármacos 

fotossensibilizadores mais utilizados são os derivados de porfirinas. O emprego 

da aplicação da terapia fotodinâmica promove a morte das células tumorais 

tanto por mecanismos de necrose quanto por mecanismos de apoptose, ao 

mesmo tempo em que estimula o sistema imune a procurar e destruir 

metástases, sem causar danos ao paciente (LONGO et al., 2011; PERUSSI, 

2007). Apesar dos resultados promissores obtidos com essa técnica, no Brasil, 

encontra-se liberada para utilização apenas na pesquisa clínica.  

No tratamento cirúrgico para o câncer de cavidade oral é realizada a 

ressecção da massa tumoral e de outros tecidos circunjacentes, chamado de 

margem de segurança, e dos linfonodos cervicais, procedimento conhecido 

como esvaziamento cervical. A cirurgia é a opção de escolha para os casos de 

carcinoma epidermóide nos seus estágios iniciais, sendo que em estágios mais 

avançados, recomenda-se a utilização conjunta de quimioterapia ou 

radioterapia (LONGO et al., 2011; VOLPATO et al. 2007). 
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A quimioterapia compreende o uso de substâncias citotóxicas, que 

podem ser feitas por diversas drogas e apresenta algumas variáveis 

relacionadas com o tipo de fármacos, a dose e a frequência do tratamento, 

além do uso de outras terapias concomitantes. Estes fármacos interferem nos 

mecanismos de sobrevivência, proliferação e migração celulares e tem como 

princípio a destruição de células tumorais malignas, porém também causam 

injuria às células normais, provocando complicações variadas como: 

cardiotoxidade, nefrotoxidade, depressão da medula óssea, além de outros 

efeitos colaterais (AVRELLA;  GOULART, 2008; SAPOLINIK, 2003). 

A radioterapia é uma modalidade terapêutica para o tratamento loco-

regional do câncer, destruindo as células neoplásicas, assim como as células 

normais que se encontram na região próximas ao tumor. Quando essa 

radiação é preconizada para tumores de boca e na região de cabeça e 

pescoço, produz algumas alterações ao indivíduo, que dependem da fonte, do 

campo e das doses de radiação (BONAN et al. 2007; SANTOS et al., 2010). 

 No tratamento com radioterapia, as lesões malignas bucais estão 

associadas a diferentes reações adversas, afetando de forma significativa a 

qualidade de vida dos pacientes e podendo interferir no tratamento. Esta 

terapia comumente conduz à infecção na mucosa oral por espécies de 

Candida, com redução da função salivar e destruição do tecido glandular pela 

radiação, uma vez que, pode ocorrer lesão dos tecidos normais, especialmente 

nos quais as células normalmente se reproduzem rapidamente (ALMEIDA et 

al., 2009; BONAN et al., 2007; DAHIYA et al., 2003; JHAM; FREIRE, 2006; 

NAGY et al., 2000; RAMIREZ-AMADOR et al., 1997; SAMUELS, 2004). 

Dentre as complicações orais associadas ao tratamento do câncer, os 

mais comuns são: estomatite, infecções, sangramento, mucosite, dor, cáries, 

trismo, ageusia e xerostomia. Contudo, no tratamento radioterápico para o 

câncer bucal ocorrem danos em localizações de mucosa, nas glândulas 

salivares, nas estruturas de suporte dental e nos dentes. Sendo estas 

alterações possivelmente classificadas em agudas, quando se referem a 

mucosite ou estomatite, e crônicas, para a xerostomia, cárie de radiação, 

trismo, alterações no paladar, dermatite, necrose de tecidos moles e 

osteorradionecrose (KELNER; CASTRO, 2007; SANTOS et al., 2010; 

VOLPATO et al., 2007). 
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A mucosite oral é um termo utilizado para descrever a alteração aguda 

da mucosa irradiada. É caracterizada por inflamação na mucosa apresentando 

dor, coloração avermelhada, com infiltrado inflamatório crônico persistente e 

descamação levando à ulceração (BONAN et al., 2005; GONDIM et al., 2010; 

VIEIRA; LOPES, 2006). Referida como um dos primeiros sinais clínicos 

decorrente do tratamento antineoplásico, ocorrendo em aproximadamente 40% 

nos pacientes que submetem a quimioterapia e em quase 100% aos 

submetidos a radioterapia na região de cabeça e pescoço (KELNER; CASTRO, 

2007; LÔBO; MARTINS, 2009).  

Esta manifestação clínica surge após alguns dias do início da 

quimioterapia e a partir da segunda semana de radioterapia, porém, 

desaparece lentamente em quatro semanas após o tratamento. Clinicamente, 

inicia-se apresentando hiperemia e a mucosa pode encontrar-se edemaciada. 

Em seguida, pode ocorrer atrofia do tecido, descamação úmida, formação de 

eritemas, hiperqueratinização, ulceração e até necrose da mucosa. 

Comumente, um quadro de infecção secundária da úlcera por Candida albicans 

pode estar presente. Também, pode-se observar eritema de intensidade 

variável, e discreto desconforto bucal (KELNER; CASTRO, 2007; LÔBO; 

MARTINS, 2009; VOLPATO et al. 2007).  

Os fatores que contribuem para severidade da mucosite ligado à 

radioterapia são: a duração e o tipo de radiação, o volume tecidual irradiado e 

dose diária, além de condições ligadas ao paciente, como a idade, condição 

clínica bucal alterada como cárie e precariedade da higiene oral. O início da 

mucosite, se dá em torno da segunda semana após o início do tratamento 

radioterápico. Entre a primeira e a terceira semana depois do término do 

tratamento pode ocorrer melhora clínica (ALMEIDA et al., 2009; VIEIRA; 

LOPES, 2006; RUBIRA et al., 2007).  

 A mucosite interfere de forma negativa sobre a qualidade de vida do 

paciente e aumenta o custo do tratamento. Em alguns casos, como na 

mucosite severa, onde ocorre a necessidade de um ajuste no tratamento ou até 

mesmo a interrupção da radioterapia ou quimioterapia, pode haver a redução 

do controle local do tumor e das taxas de sobrevida em pacientes com câncer 

de cabeça e pescoço (KELNER; CASTRO, 2007; LONGO et al., 2011; VIEIRA; 

LOPES, 2006). 
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Na última década, houve um aumento nos estudos quanto à prevenção 

e tratamento da mucosite oral devido à radioterapia. Para reduzir o 

desenvolvimento da mucosite severa e de microrganismos, indica-se uma 

higiene oral qualificada através da utilização do fio dental, escovação dos 

dentes após as refeições, tratamento das cáries, avaliação das próteses 

dentárias. O bicarbonato de sódio contribue deixando o ambiente oral alcalino, 

dessa forma inibindo a proliferação de candidíase oral e bacteriana 

(ALBUQUERQUE; CAMARGO, 2007). 

A laserterapia para mucosite oral é a aplicação de laser em baixa 

intensidade considerada não invasiva. Observouse-se com essa abordagem a 

redução da severidade da mucosite e uma boa aceitação por parte dos 

pacientes (VIEIRA; LOPES, 2006). Além disso, a terapia a laser favorece a 

atividade celular, reduzindo a inflamação da lesão, obtendo uma reparação 

rápida (KELNER; CASTRO, 2007). 

Os danos provocados pelas glândulas salivares ocasionados pela 

radioterapia, levam a secreção de saliva diminuída. Essa hiposalivação é 

denominada xerostomia, uma das sequelas mais frequentes da radioterapia, 

que ocorre devido a radiossensibilidade elevada das glândulas salivares. Uma 

diminuição na quantidade e qualidade da saliva pode afetar a microbiota oral, a 

qual sofrerá variações.  Por fim, estas variações também ocorrem durante a 

quimioterapia, levando a um grande desequilíbrio do ecossistema microbiano 

oral (MEURMAN, 2010; NIEMINEN et al., 2009; RUBIRA et al. 2007).  

Os efeitos da radiação foram observados em cem pacientes com 

tumores bucais e os sintomas mais referidos foram boca seca, disfagia 

(dificuldade de deglutir) e disgeusia (diminuição do paladar). Com a evolução 

das doses de radiação, surgiu a mucosite e com o prolongamento do tempo de 

tratamento, houve o favorecimento do aumento da candidíase atrófica 

(RUBIRA et al., 2007). 

Diante dos estudos controversos que investigam o controle da 

microbiota bucal em pacientes com câncer, os cuidados na saúde oral são 

importantes, durante e após o tratamento do câncer, devido às complicações 

que ocorrem nesses pacientes comprometendo a nutrição, a qualidade de vida 

e o prognóstico dos mesmos (KELNER et al., 2007; MEURMAN, 2010). 
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2.5 Câncer bucal associado a infecções fúngicas  

 

A presença de fungos em tumores é estudada desde a década de 50, 

quando através de técnicas citológicas observou-se a presença de esporos de 

fungos e outras estruturas em vários tipos de neoplasias (CAWSON, 1969; 

DILLER; FISHER, 1950; MESCON et al., 1951). A possível associação entre 

Candida e neoplasia oral foi primeiramente descrita em 1960 e estudos 

posteriores apresentaram a relação de carcinoma oral com a presença de 

outros fungos (CAWSON, 1969; McCULLOUGH et al., 2002). Candida também 

sido relacionada com carcinoma recorrente de língua em um paciente após um 

período de quinze anos do primeiro tratamento para curar uma hiperplasia do 

tipo nodular por hemiglossectomia e esvaziamento radical associado a 

quimioterapia (SHIBATA et al., 2011). 

Em 1993 foi descrita a presença de Paracoccidioides brasiliensis 

associado ao câncer, sendo considerada de rara ocorrência naquele período 

(SHIKANAI-YASUDA et al., 2008). Posteriormente, um estudo detalhado de 

casos clínicos de Paracoccidioidomicose (PCM) foi realizado e constatou-se 25 

casos com diagnóstico dessa infecção em associação com câncer 

(RODRIGUES et al., 2010). A presença dessa micose também foi relatada no 

Japão em um paciente com hábito tabagista e etilista que residiu por um longo 

período na América do Sul. A lesão apresentava-se ulcerada na orofaringe, 

refratária a diversos tratamentos e que simulava um carcinoma (KURAI et al., 

2012). Estudos apontam que essa simulação pode ocorrer devido ao caráter 

crônico e progressivo das lesões ulceradas orais, as quais podem ser 

semelhantes a neoplasias. Qualquer ulceração crônica da mucosa oral e de 

difícil cicatrização por mais de duas semanas, pode ser considerada uma 

neoplasia maligna ou uma infecção inespecífica, sendo esclarecido o caráter 

da lesão através de uma biópsia adequada (MENESES-GARCÍA et al., 2002).  

A associação entre os microrganismos e o câncer oral pode apresentar 

uma relação pela inflamação que é uma característica fundamental em muitas 

doenças crônicas, com destaque para câncer bucal. Malignidades 

gastrointestinais demonstraram grande quantidade de citocinas e fatores de 

crescimento liberados pelas células durante a inflamação, que poderiam 

influenciar na indução do câncer (MEURMAN, 2010). Nos casos de PCM ativa, 
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a incidência do câncer pode ser atribuída à disfunção da imunidade celular. 

Assim, a contínua estimulação de células epiteliais e do sistema mononuclear 

fagocitário por antígenos fúngicos pode afetar a vigilância celular, causando 

transformações celulares malignas (RODRIGUES et al. 2010). 

A elevada incidência e associação de fungos em neoplasias de cavidade 

oral têm exigido pesquisas que possam emitir diagnóstico preciso de fungos 

presentes no sítio acometido pelo câncer e a ação promotora de neoplasias 

destes microrganismos. Neste sentido, tem sido descrita a atividade 

cancerígena de extratos obtidos a partir de C. parapsilosis, Microsporum sp., 

Trichophyton sp., Epidermophyton sp. e Scopulariopsis sp. (RODRIGUES et 

al., 2010). Observou também que 44,6% dos casos, numa amostra de 223 

biópsias de lesões orais variadas, ocorreu presença de leveduras. Estes 

resultados reforçam o papel das leveduras no desenvolvimento das neoplasias 

(McCULLOUGH et al., 2002). 

Espécies de Candida, podem causar lesões bucais secundariamente a 

líquen plano, leucoplasia e principalmente carcinoma. Sua presença em 

carcinomas é interpretada como colonização secundária da mucosa 

previamente alterada. Alterações epiteliais da fase oral mucosa, tais como 

trauma, maceração, atrofia, hiperplasia e displasia, podem comprometer a 

barreira mucosa e predispor a infecção por Candida. Essa invasão tem sido 

sugerida como um fator de risco significativo na transformação maligna de 

leucoplasia oral (SPOLIDORIO et al., 2003). Hifas de Candida invadindo a 

superfície do epitélio perpendicularmente foram visualizadas. Além disso, elas 

estabeleceram associação com as coleções de leucócitos polimorfonucleares 

na formação de microabscessos (WU et al., 2013). 

A existência de uma forte associação entre a infecção por Candida e a 

hiperplasia inflamatória cada vez mais vem sendo aceita no meio científico. 

Essa associação, algumas vezes, pode ser considerada a etiologia da lesão; 

todavia a infecção por Candida não só causa hiperplasia epitelial, mas também 

pode induzir atipia epitelial conduzindo à alteração maligna (BADAUY et al., 

2005; SITHEEQUE; SAMARANAYAKE, 2003). No estudo com 832 biópsias, a 

frequência de infecção por Candida em lesões malignas bucais de diversos 

graus de displasias ajuda a corroborar a associação. Os dados permitiram 

confirmar a prevalência dessa levedura, sendo constatado ao histopatológico 
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leucoplasias com hiperqueratose (SPOLIDORIO et al., 2003). Uma avaliação 

em 396 pacientes com leucoplasia oral, oriunda por Candida foi observada em 

59 pacientes (Figura 3). Constatou-se, ainda, que a infecção por Candida 

predominou na correlação com a presença de displasia bucal severa (WU et 

al., 2013). Assim, a presença frequente de Candida em lesões leucoplásicas é 

considerada o tipo de lesão pré-cancerígena mais associada à cavidade bucal 

(SILVA et al., 2007; VUCKOVIC et al., 2004). 

Fig 3. Histopatologia com coloração de HE e PAS de leucoplasia por Candida. 
Pseudohifas de Candida foram invadindo o epitélio da hiperplasia (A e B) e 
displasia (C e D). Seta mostra pseudo-hifas Candida.  

 

Modificado de WU et al., 2013. 
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2.6 Infecção bucal por Candida spp. secundária ao tratamento do câncer 

 

Diferentes mecanismos terapêuticos isolados ou combinados têm sido 

utilizados no tratamento do câncer favorecendo o desenvolvimento dessas 

infecções, as quais constituem a maior causa de morbidade e mortalidade 

(CARDOSO et al., 2005; KELNER; CASTRO, 2007; OSTERNE et al., 2008; 

PANCERA et al., 2004; SAWADA et al., 2006; SCHWARTZ et al., 2001). A 

candidíase oral é a infecção fúngica mais comum observada na boca, sendo 

considerada de importante incidência, classificadas como pseudomembranosa, 

eritematosa, leucoplásica, mucocutânea, podendo disseminar para a forma 

sistêmica (NAVAS et al., 2009).  

Existem variantes clínicas da candidíase orofaríngea como 

pseudomembranosa que caracteriza com placas discretas e base eritematosa 

encontrado na mucosa bucal, da garganta, da língua ou da gengiva; já na 

eritematosa há manchas vermelho lisa no palato duro ou mole, dorso da língua, 

ou da mucosa bucal; quanto a hiperplásica com manchas brancas firmemente 

aderidas a mucosa bucal bilateral, língua ou palato e, por fim, a quelite angular 

que é uma lesão fissurada vermelho nos cantos da boca (COLLINS et al., 

2011).  Essas infecções ocorrem durante e após a terapia antineoplásica 

acarretando uma série de danos ao paciente e é destacada pela participação 

de espécies fúngicas. Pesquisas efetuadas em pacientes com neoplasias 

demonstraram que a maioria deles são acometidas por várias espécies de 

Candida, destacando-se C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis e 

C. krusei (MOYSÉS NETO et al. 1997; RIBEIRO et al. 2003; BENSADOUN et 

al., 2011; THAWEBOON et al., 2008; JHAM et al., 2007; SPOLIDORO et al., 

2011; SILVA et al., 2004; CARDOSO et al., 2005; BONAN et al., 2007).  

O processo de infecção por Candida e sua associação ao câncer inicia a 

partir da capacidade que as espécies colonizadoras da microbiota oral 

possuem em se tornar patógenas, sendo uma relação importante de ser 

estudada. As infecções causadas por C. albicans estão normalmente ligadas à 

formação de biofilmes, que é uma estrutura de células de leveduras, pseudo-

hifas e hifas envolvidas em uma matrix extracelular (NIIMI et al., 2010). 

Observa-se diversos procedimentos para sanar os problemas causados por 

esses microganismos e a higiene tem sido uma das principais ações na 
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redução da morbidade do paciente, frente ao risco de infecções sistêmicas no 

tratamento do câncer (NAGY et al., 2000). 

 

2.7 Câncer bucal associado à colonização e infecção por Candida  

 

Para esclarecer a associação entre colonização e infecções por Candida 

em pacientes com câncer, se faz importante salientar que esta levedura é a 

principal comensal residente na microbiota da mucosa digestiva e da área 

genital. E dentre estas leveduras um grupo de oito espécies apresenta como 

sapróbias da cavidade oral (BENSADOUN et al., 2011; PETER et al., 2011). 

Um pré-requisito para o crescimento  da colonização dos comensais nas 

superfícies mucosas é a capacidade de Candida em aderir a células 

endoteliais, enquanto a invasão e danos das células endoteliais são 

consideradas como outras atividades específicas da infecção (NAGLIK et al., 

2011). Em pessoas saudáveis, os comensais da microflora bucal podem 

desempenhar um papel importante na prevenção e supercrescimento de 

Candida, inibindo a aderência desta levedura na superfície oral que levaria ao 

parasitismo (SANJAYA et al., 2011). 

Candida albicans é a espécie mais prevalente na microbiota bucal. Tem 

como principal reservatório no dorso posterior da língua e apresenta em cerca 

de 70% a 80%, seguida por C. tropicalis e C. glabrata (BENSADOUN et al., 

2011; PETER et al., 2011; NAVAS et al., 2009). Apesar de ser um 

microrganismo sapróbio, espécies de Candida podem assumir formas 

patogênicas frente a determinadas condições fisiológicas e patológicas, que 

comprometem o sistema imunológico. Diversos autores definem vários 

mecanismos e fatores predisponentes que estão envolvidos em uma relação 

parasita-hospedeiro, dentre eles as condições endógenas ou exógenas dos 

hospedeiros que se tornam vulneráveis a tais infecções (AVRELLA; GOULART 

2008; BENSADOUN et al., 2011). 

Em casos de Diabetes mellitus descompensada, medicamentos que 

causam predisposição a xerostomia comumente utilizados por idosos como 

antidepressivos, diuréticos e anticolinérgicos são apontados como fatores de 

risco à levedurose, bem como as terapias para o câncer com destaque ao 
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tratamento radioterápico na região de cabeça e pescoço (PETER et al., 2011; 

SONI; WAGSTAFF, 2005; DE FREITAS et al., 2013). 

Durante o tratamento radioterápico há um aumento na colonização de 

leveduras do gênero Candida devido ao comprometimento do sistema 

imunológico e pelos danos às glândulas salivares os quais levam à secreção 

diminuída de saliva. As variações na quantidade, complexidade e qualidade da 

microbiota oral também podem ocorrer durante a quimioterapia, levando a um 

grande desequilíbrio do ecossistema (ALBUQUERQUE; CAMARGO, 2007; 

NIEMINEN et al. 2009; MEURMAN, 2010; VIEIRA; LOPES, 2006; BONAN et 

al., 2007). 

O diagnóstico microbiológico específico é mal estabelecido para 

algumas infecções fúngicas, e a interpretação de determinadas amostras torna-

se problemático por causa da falta de distinção clara entre colonização e 

infecção (KLASTERSKY; AOUN, 2004). De qualquer forma, as infecções 

fúngicas invasivas, possíveis e prováveis devem estar articuladas a três 

elementos, ou seja, um fator do hospedeiro que identifica pacientes em 

situação de risco, sinais e sintomas clínicos consistentes com a entidade da 

doença e evidência micológica, que englobava cultura e análise microscópica 

(PAUW et al., 2008). 

Para entender a importante diferença entre parasitismo e comensalismo 

na cavidade oral exames micológicos (direto e cultura) e histopatológicos são 

utilizados para o diagnóstico que determina a presença da doença. Os exames 

utilizados para o diagnóstico da candidíase oral pode ser realizado através da 

citologia exfoliativa, biópsias e cultura (PETER et al., 2011). 

Para o diagnóstico da candidíase oral da mucosa superficial na 

população imunocompetente em biópsia, os organismos de hifas, são 

observados dentro da camada de queratina do epitélio. Na cultura, pode ser 

realizada uma avaliação quantitativa, através da quantificação de unidades 

formadoras de colônias (UFC) com amostras incubadas por 48 a 72 horas nas 

temperaturas de 25º e 30º C. No entanto, em pacientes saúdáveis são 

encontradas de 0 a 1.000/mL UFC e em pacientes com candidíase oral podem 

chegar até 50.000/mL. Assim, alguns critérios são estabelecidos para 

diferenciar comensalismo de parasitismo, com achados estruturais 
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significativos no exame direto e uma cultura representativa (PETER et al., 

2011). 

No diagnóstico laboratorial de levedurose por Candida, é possível 

visualizar em esfregaços corados a presença de estruturas fúngicas sob a 

forma de células filamentosas ou gemulantes (LACAZ et al., 2002). Na 

candidíase devem ser observadas estruturas blastoconidiadas, associadas ou 

não a pseudo-hifas e pseudomicélios. Porém, ao se tratar das espécies de C. 

albicans e C. tropicalis podem ser observadas hifas verdadeiras (SIDRIM et al., 

2004). Em análises teciduais, todas as espécies de Candida são semelhantes 

morfologicamente com presença de blastosporos (2-6 µm), pesudo-hifas e hifas 

septadas. No entanto, em microscopia se o agente etiológico for C. albicans e 

C. tropicalis, podem-se observar hifas verdadeiras (ALMEIDA, 2008). 

C. albicans é uma das principais espécies associadas com micoses orais 

humanas e é a mais virulenta entre as patogênicas Candida spp. Isto deve-se, 

possivelmente, pela capacidade dela se transformar da fase de blastosposros a 

fase hifal, uma vez que, os tubos germinativos, que marcam o início das hifas 

em crescimento, estão especialmente implicados na patogênese da candidíase 

(SAMARANAYAKE et al., 2009). Esta levedura possui a capacidade de invadir 

o tecido local aderindo especialmente a matriz extracelular subendotelial, 

conferindo a idéia que a invasão de Candida parece ocorrer mais 

provavelmente em tegumento danificado (SONI; WAGSTAFF, 2005). 

De fato, na microbiota, colônias de Candida são controladas pela ecologia 

e integridade dos tecidos. No entanto, os diversos microrganismos presentes 

ajudam a prevenir a adesão da mucosa e a sua integridade. Diferentemente, 

alterações nesta ecologia ou lesões na mucosa podem promover o crescimento 

excessivo destas leveduras (SONI; WAGSTAFF, 2005). Uma vez desenvolvida, 

candidíase oral pode permanecer confinada na cavidade bucal acometendo a 

mucosa, pode progredir para candidíase esofágica, ou ainda pode se 

disseminar desenvolvendo a candidíase sistêmica (DAVIES et al., 2008).  

A microbiota bucal com suas centenas de microrganismos presentes e até 

mesmo na formação biofilme dental, apresenta ameaças aos pacientes 

imunossuprimidos portadores do câncer. Tal fato ocorre, devido aos 

microrganismos presentes, sobretudo, espécies de Candida, invadirem a 

corrente sanguínea ou disseminar localmente nos tecidos adjacente, permitindo 
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a agravo das lesões (MEURMAN, 2010). A transição de comensalismo 

(colonização) para doenças por espécies de Candida, pode ocorrer após 

alteração no ambiente bucal, favorecida por deficiência imune do hospedeiro, 

além da associação com os mecanimos de virulência como: Adesão, formação 

de tubo germinativo, dimorfismo, mudanças fenotípicas, toxinas e enzimas 

hidrolíticas (GIRI et al., 2013). 

Em condições favoráveis específicas, qualquer levedura ou qualquer 

microorganismo sapróbios podem produzir uma doença invasiva nesse grupo 

de pacientes a serem submetidos ao tratamento (KLASTERSKY; AOUN, 2011). 

Contudo, torna-se necessário conhecer o potencial patogênico das espécies 

envolvidas no câncer bucal, para melhor avaliar a prevenção e tratamento, das 

infecções associadas. 

 

2.8 Potencial patogênico das espécies de Candida 

 

Devido ao aumento de infecções por Candida spp. em pacientes com 

câncer bucal, existe um grande interesse no estudo do perfil patogênico dessas 

leveduras. Uma vez que, alterações induzidas por quimioterapia e radioterapia 

causam alterações na microbiota oral e crescimento local do fungo. Além disso, 

vários fatores inirentes aos fungos estão diretamente ligados com seu potencial 

patogênico e capacidade de causar doenças (BENSADOUN et al. 2011; 

SANJAYA et al. 2011). 

Vários estudos relatam que a patogenicidade da Candida spp. está 

relacionada a combinação dos diversos fatores que contribuem para a sua 

virulência, como: capacidade de crescimento a 37°C, variabilidade fenotípica, 

formação de hifas e pseudo-hifas (>200µm), formação de biofilmes, além da 

presença de adesinas as quais facilitam a aderência as células epiteliais e 

habilidade de produzir enzimas hidrolíticas como as fosfolipases. (ÁLVARES et 

al., 2007; AVRELLA; GOULART 2008; RIBEIRO et al., 2004; RÖRIG et al., 

2010; SIDRIM, 2004). Foi observado em culturas isoladas que C. albicans 

produziram mais proteinases e fosfolipases quando comparado com as demais 

espécie do gênero em temperaturas de 37 °C e 42 °C. Nestas mesmas 

condições de temperatura, C. parapsilosis e C. albicans apresentaram 
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atividade hemolítica, enquanto que isolados de C. dubliniensis e C. krusei não 

obtiveram resultados positivos (RÖRIG et al., 2010).  

Candida albicans é a principal comensal do homem e a mais frequente 

dentre as que causam doenças. Sua interação com o hospedeiro pode ser 

considerada como uma relação entre alguns fatores de virulência, que 

contribuem para a sobrevivência geral do fungo, associados com a adesão, 

invasão, dano celular e indução/evasão (Figura 4), além dos mecanismos de 

defesa do hospedeiro (ÁLVARES et al., 2007; NAGLIK et al., 2011; SANJAYA 

et al., 2011). 

 

Fig. 4. Estágios de Candida albicans na progressão da infecção 

oral.

 

Modificado de NAGLIK et al., 2011. 

 

2.8.1 Formação de tubo germinativo 

A capacidade de fazer a passagem de brotação para o crescimento de 

hifas é essencial para a virulência, sendo a formação do tubo germinativo a 

primeira etapa dessa mudança. Os tubos germinativos marcam o início das 

hifas em algumas espécies (Figura 5). No entanto, estes são especialmente 

incriminados na patogénese da candidíase e pode ser utilizado para avaliar a 

virulência dessas leveduras (HUDSON et al, 2004; SAMARANAYAKE et al., 

2009).  
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Fig. 5. Formação de tubos germinativos  

 

 

Modificado HUDSON et al., 2004. 

 

O tubo germinativo é avaliado por um fenômeno conhecido como 

tigmotropismo, o qual permite que fungos do gênero Candida emitam largos 

filamentos capazes de invadir os tecidos com profundidade (RIBEIRO et al. 

2004). A capacidade de mudanças morfológicas permite maior fator de 

virulência. Destaca-se ainda que as hifas têm mais facilidade de aderir e 

penetrar as células hospedeiras do que os blastoconídios (ÁLVARES et al., 

2007). Assim, formação de hifas permite o contato íntimo entre fungos e a 

célula hospedeira, em um envolvimento chamado endocitose induzida seguido 

por penetração e invasão tecidual ocasionando dano ao tecido (NAGLIK et al., 

2011). O estímulo do crescimento de hifas em C. albicans está  diretamente 

relacionada as condições ambientais, incluindo a resposta fisiológica à 

temperatura de 37°C, ao pH igual ou superior a 7.0 , concentração de CO2 em 

5,5 % ou na presença de soro ou fontes de carbono (KARKOWSKA-KULETA et 

al., 2009). Porém, a formação de hifas não é necessariamente suficiente para 

causar danos às células e quase certamente não é o único fator que contribui 

para a destruição do tecido (NAGLIK et al., 2011).  

 

2.8.2 Aderência a células epiteliais 

 

A capacidade de um microrganismo aderir é a primeira etapa que 

influencia na relação com o hospedeiro dando início na patogênese das 

infecções dos tecidos epiteliais. Verifica-se, desta forma, que a aderência é um 

dos principais fatores de virulência nos fungos (KEMMELMEIER et al., 2011).  

Contudo, alguns microrganismos não invasivos ficam apenas aderidos e outros 
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utilizam a aderência como o primeiro passo para a invasão tecidual e 

desenvolvimento da doença (ÁLVARES et al., 2007). A progressão da infecção 

por Candida em células epiteliais bucais é caracterizada por três fases 

distintas: adesão, invasão via duas rotas diferentes (penetração ativa e 

endocitose induzida) e dano tecidual (NAGLIK et al., 2011). Foi demostrado 

que C. albicans isolada antes e nos intervalos mensais de cada ciclo de 

quimioterapia antineoplásica oral de um idoso de 77 anos de idade apresentou 

maior capacidade de se aderir ao epitélio (KEMMELMEIER et al., 2011). 

A capacidade de formar biofilme é uma propriedade específica de cada 

isolado, o que desempenha um papel importante na persistência da infecção 

pela levedura (KEMMELMEIER et al., 2011). Contudo, a variação no potencial 

de aderir às superfícies entre as espécies de Candida é relativa e intrínseca de 

cada uma, por exemplo, C. albicans adere melhor que C. tropicalis ou C. 

parapsilosis (SONI; WAGSTAFF, 2005). A adesão é mediada por adesinas que 

são macromoléculas presente na superfície do microrganismo e estabelece 

uma ligação com os receptores das células eucarióticas. Um microrganismo 

pode expressar uma ou mais adesinas. No caso da C. albicans, a mesma pode 

produzir várias dessas moléculas, porém existe uma manoproteína que está 

primariamente ligada nas reações de adesão (ÁLVARES et al., 2007). 

Para que ocorra a aderêcia de Candida nos tecidos epiteliais humanos 

vários mecanismos estão envolvidos, e essa ligação à célula do hospedeiro 

ocorre em uma complexa relação com diversos componentes (LIMA-NETO et 

al., 2009). Na figura 6 é possível observar os estágios de aderência em células 

do epitélio oral por espécies de Candida. C. albicans demonstrou-se ter mais 

capacidade de aderir às células epiteliais orais com relação à outra espécie do 

mesmo gênero. Além disso, quando irradiadas, células sobreviventes desta 

espécie apresentaram uma rápida proliferação. Também, foi analisado que as 

células de Candida são mais aderentes aos queratinócitos obtidos a partir de 

pacientes que submeteram a terapia de câncer bucal, do que as células obtidas 

a partir de indivíduos saudáveis (UETA et al., 2001).  
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Fig. 6. Adesão forte e fraca (A e B respectivamente) de espécies de Candida 
em células epiteliais bucais de humano. 

 
 

 

Modificado de LIMA-NETO et al. 2009. 

 

A camada mais externa da parede celular de Candida é coberta com 

polissacáridos hidrófilos, tais como manana ou galactomanana. Estas mananas 

na superfície de fungos tem função de adesinas, que estão envolvidas na 

adesão celular do hospedeiro (SATO et al., 2013). A presença de mananas na 

parede fúngica é o principal componente responsável pela capacidade de 

aderência, além do que, as mananas que promovem a depressão da 

imunidade (CAMARGO et al., 2008).    

Na aderência da cavidade oral, as proteínas presentes na parede celular 

de levedura interagem com açúcares terminais das glicoproteínas das células 

epiteliais humanas, as quais, participam como receptoras. Assim, acredita-se 

que em fumantes, o tabaco permite o aumento da queratinização da mucosa 

bucal, acentuando a capacidade de adesão de C. albicans, e tal adesão,  pode 

influenciar a patogenicidade do organismo em desenvolvimento de lesões pré-

câncer e infecções secundárias (SANJAYA et al., 2011). 

A capacidade de formar biofilmes é outra forma de estudar aderência 

pelas leveduras (ÁLVARES et al., 2007). Os biofilmes podem desenvolver 

frequentemente uma variedade de biomateriais incluindo cateteres vascular e 

urinário, em próteses (orais, de quadril, mamas) válvulas, implantes, lentes 

oculares, entre outros (BÜRGERS et al., 2010; KARKOWSKA-KULETA et al., 

2009; KEMMELMEIER et al., 2011; RICICOVA et al., 2010). A saliva também é 

um componente que pode influenciar significantemente no processo de adesão 

do fungo a um substrato. A mucina salivar pode servir como um receptor para 

adesão de C. albicans, ao passo que, a albumina pode atuar como um agente 

A B 



46 

 

bloqueador no complexo processo de adesão da levedura (BÜRGERS et al., 

2010). 

Todas as formas morfológicas de leveduras como: células de leveduras 

e pseudohifas permitem a formação de biofilme. Além disso, a secreção de 

exoenzima maior durante a formação de biofilme é outro importante aspecto 

(KARKOWSKA-KULETA et al., 2009). Ainda assim, os biofilmes por Candida 

tornam-se resistentes à perfusão de agentes antifúngicos em superfícies 

mucosas inertes, como próteses, podendo colaborar para uma incapacidade 

terapêutica. Assim, a frequente administração de drogas e os efeitos adversos 

associados, junto com a possível imunodeficiência, oculta o surgimento de 

resistência aos medicamentos, também, podem prejudicar o tratamento das 

infecções, conduzindo à recorrência crônica (SAMARANAYAKE et al., 2009). 

Em geral, os biofilmes microbianos (bacterianos ou fúngicos) são 

atualmente um grave problema na medicina, principalmente, pelo aumento a 

sua resistência frente à defesa do hospedeiro e as terapias antimicrobianas 

convencionais, muitas vezes resultando em infecções invasivas graves e 

persistentes (BÜRGERS  et al. 2010; KARKOWSKA-KULETA et al., 2009). 

 

2.8.3 Detecção de enzimas 

 

As exoenzimas estão ligadas diretamente com o fator virulência dos 

fungos e têm sido consideradas um dos mais importantes fatores de virulência 

para espécies do gênero Candida (ÁLVARES et al. 2007). As principais 

enzimas produzidas por leveduras deste gênero que contribuem para a 

capacidade de invasão são as Aspartil Proteinases (Saps) e as Fosfolipases 

(ÁLVARES et al., 2007; CALDERONE; FONZI 2001; RÖRIG et al., 2009).  

Os efeitos enzimáticos de fosfolipase e proteinase são importantes, pois, 

promovem a degradação dos componentes da membrana celular.  A 

fosfolipase se localiza na superfície da levedura e na extremidade do tubo 

germinativo, causando danos ao epitélio. Quanto à proteinase, tem a 

capacidade de inativar moléculas do sistema imune e degradar as proteínas do 

hospedeiro. Estas enzimas apresentam importância nas infecções de mucosa e 

induzem o processo inflamatório (CAMARGO et al. 2008; KANTARCIOGLU; 

YÜCEL 2002; OLIVEIRA et al. 1998). A produção de proteinase é considerada 
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para melhorar a capacidade do organismo de colonizar e penetrar nos tecidos, 

e para evadir o sistema imune do hospedeiro através da degradação de um 

número de proteínas importantes que defendem o hospedeiro como as 

imunoglobulinas, complemento e citocinas (KANTARCIOGLU; YÜCEL, 2002). 

Além disso, a capacidade de Candida para produzir proteases pode ajudar a 

romper a superfície de queratina do tegumento, o que pode ser importante 

como resistência dos fungos no assalto oxidativo dos neutrófilos (SONI; 

WAGSTAFF, 2005). Vale ressaltar, que a secreção de fosfolipases e algumas 

proteases é expressa especificamente na Candidíase Orofaríngea, e não é 

visto durante a colonização (BENSADOUN et al., 2011). 

Diversos estudos comprovam que SAPs demonstram um considerável 

desempenho no papel das infecções por espécies de Candida e pincipalmente 

em C. albicans (HUBE 1996; KRETSCHMAR et al., 1999; SONI; WAGSTAFF, 

2005). Existem pelo menos nove isoenzimas produzidas por C. albicans, 

codificadas por uma família multigênica (de Sap1 até Sap9). O padrão da 

expressão in vitro destas isoenzimas sugere que os membros da família dos 

genes podem dar a Sap papéis distintos durante a infecção por Candida em 

diferentes locais do corpo (KRETSCHMAR et al, 1999; SANGLARD et al., 

1997). Saps podem ter papéis auxiliares na promoção da adesão, da mesma 

forma, que a atividade proteolítica extracelular, pode afetar a adesão às células 

hospedeiras e, portanto, pode ajudar o fungo para persistir em superfícies de 

acolhimento e de penetrar em tecidos mais profundos (HUBE, 1996). 

As investigações com atividade de fosfolipase e protease em espécies 

de Candida isoladas de diferentes sítios anatômicos são importantes para 

esclarecer a sua contribuição para a virulência de fungos associados com 

micoses invasivas (KANTARCIOGLU; YÜCEL et al., 2002). Os danos causados 

pela invasão fúngica aos tecidos de pacientes portadores de câncer bucal 

constituem, portanto, uma das grandes preocupações por parte dos 

profissionais durante o tratamento destes pacientes, que buscam, amenizar e 

controlar os efeitos secundários decorrentes da radioterapia e da quimioterapia 

(SENA et al., 2009). Assim, se faz importante o entendimento dos diversos 

fatores de virulência destas leveduras, para estabelecer estratégias de controle 

com antifúngicos e prevenção (RÖRIG et al., 2009). 
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2.9 Susceptibilidade às drogas antifúngicas 

 

Várias drogas antifúngicas são utilizadas no tratamento de micoses e 

são classificadas de acordo com sua atuação exercida sobre as células dos 

fungos como os polienos (anfotericina B, nistatina); nucleósidos análogos 

(pirimidinas-fluorotinadas/5-fluorocitosina), azóis (miconazol, cetoconazol, 

fluconazol e traconazol), pneumocandinas-equinocandinas, pradimicinas-

benanomicinas, nicomicinas, alilaminas e tiocarbamatos (CARDOSO, 2004). 

Os antifúngicos do grupo triazólico são comumente utilizados no 

tratamento de micoses e também aplicados profilaticamente, pois apresentam 

menos toxicidade com relação aos poliênicos. Os azólicos interferem na 

biossíntese do ergosterol, o esterol presente em maior quantidade na 

membrana plasmática dos fungos (ZARDO; MEZZARI, 2004). Já os polienos 

formam complexos com o ergosterol e rompem a membrana plasmática, 

aumentando a permeabilidade da membrana com a formação de canais ou 

poros, libertando o conteúdo citoplasmático e consequentemente morte celular 

(CARDOSO, 2004; BERGOLD; GEORGIADIS, 2004). 

A anfotericina B é a droga poliênica mais potente e bastante eficaz para 

o tratamento de infecções fúngicas e apesar de ser considerada uma droga de 

referência para a maioria das micoses, principalmente as sistêmicas, a 

sensibilidade dos patógenos a este antifúngico o torna um importante elemento 

no tratamento de infecção fúngicas. Por outro lado, liga-se ao colesterol da 

membrana das células humanas, alterando-as e provocando efeitos adversos. 

Contudo, a sua toxicidade implica no uso limitado (MARTINEZ, 2006; 

MEZZARI, 2004; UETA et al., 2001).  

Certos números de antifúngicos são eficazes agentes terapêuticos, 

utilizados topicamente ou sistemicamente e estão disponíveis para a 

administração oral de candidíase. Estes vão desde os clássicos polienos como 

a nistatina e a anfotericina B, até o grupo azol - antimicóticos, que inclui os 

imidazoles e os triazóis mais recentes (SAMARANAYAKE et al., 2009). No 

caso do tratamento das infecções causadas por Candida spp. é limitado a um 

número pequeno de agentes antifúngicos, o que inclui poliênicos como 

nistatina e anfotericina B; azólicos, entre eles o cetoconazol, itraconazol e 
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fluconazol; e derivados azólicos recentes, como o voriconazol e o posaconazol 

(AVRELLA; GOULART, 2008). 

Em controvérsia, esse método terapêutico utilizado durante muitos anos 

através de antifúngicos tópicos, tais como a nistatina oral e a anfotericina oral B 

apresentam certas desvantagens para o paciente como: gosto desagradável e 

necessidade de múltiplas aplicações diárias (SENA et al., 2009). A nistatina, 

um fungistático e fungicida isolado de cepas de Streptomyces noursei, é 

semelhante a anfotericina B, porém é altamente tóxica quando administrada 

por via sistêmica e consequentemente, não adequada para infecções 

sistêmicas por Candida (CASTRO et al., 2006).  

Os azólicos, se dividem em imidazólico (o miconazol e o cetoconazol) e 

Triazólico (fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol e ravuconazol), 

podem ter ação fungistática ou fungicida apresentando uma melhor 

solubilidade e menor nefrotoxicidade comparada aos polienos, porém, menos 

potentes que os mesmos.  Os triazólicos possuem mecanismos de ação 

semelhantes, agindo especialmente no citocromo CYP450 da parede celular do 

fungo (BERGOLD; GEORGIADIS, 2004; MARTINEZ, 2006; SENA et al., 2009).  

O uso excessivo dos azóis na terapêutica desencadeou ao aparecimento 

de resistência em espécies suscetíveis.  Por isso, tem sido frequente o 

reconhecimento de isolados de leveduras com suscetibilidade diminuída ou 

resistência aos antifúngicos. Esta resistência pode ser clínica ou in vitro. 

Relatos de resistência entre espécies como C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis 

e C. dubliniensis, ocorre especialmente durante a administração 

medicamentosa a longo prazo (BERGOLD; GEORGIADIS, 2004; CASTRO et 

al. 2006; PETER et al., 2011; MARTINEZ, 2006; ZARDO; MEZZARI, 2004). 

Observou-se que C. krusei é resistente ao fluconazol e os valores de 

concentração inibitória mínima (CIM) para os isolados de C. glabrata são 

variáveis, porém frequentemente maiores do que para C. albicans (ZARDO; 

MEZZARI, 2004). 

O fluconazol tem sido o medicamento mais estudado para o tratamento 

de infecções fúngicas oportunistas em pacientes oncológicos na região de 

cabeça e pescoço, apresentando melhores resultados e eficácia em debelar 

tais infecções (SENA et al., 2009). Contudo, a profilaxia com fluconazol deve 
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ser reservada para pacientes com risco de desenvolverem fungemia (ZARDO; 

MEZZARI, 2004). 

O surgimento de leveduras com resistência secundária aos antifúngicos, 

provocou a necessidade da aplicação de métodos para avaliar a sensibilidade 

a essas drogas (SENA et al., 2009). Para aprimorar os estudos com 

susceptibilidade dos fungos aos agentes terapêuticos, o Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI), com o objetivo de normatizar as metodologias 

utilizadas, regularizou um método de referência para Testes de Diluição em 

Caldo para Determinação da Sensibilidade de Leveduras à Terapia Antifúngica 

M27-A3 (CARDOSO, 1994). Este método baseia-se na exposição de leveduras 

a uma série de soluções de concentrações crescentes de um antifúngico 

preparado num meio de cultura sintético, o RPMI. E, é feita, recorrendo à 

determinação da viabilidade, atividade ou crescimento das células de 

leveduras, quando em contato com o agente (CARDOSO, 1994; CLSI, 2008). 

Para o CLSI, o método de diluição em caldo, é o de referência, com uma 

reprodutibilidade intra e interlaboratorial acima de 90%. (ZARDO; MEZZARI, 

2004).  

A radiação perto das glândulas salivares, comum em pacientes com 

câncer bucal, diminui a salivação. Tais alterações no microambiente oral 

favorecem a colonização por fungos, e o uso repetitivo de antifúngicos azólicos, 

induz ao surgimento de espécies de C. não-albicans a eles resistentes. No 

entanto, torna-se possível em alguns doentes tratados com sucesso para o 

câncer bucal, desenvolverem um novo carcinoma primário no local da mucosite 

crónica por Candida, causada por espécies de Candida não-albicans 

(NIEMINEN et al., 2009). 

A busca de novos princípios ativos medicamentosos como antifúngicos, 

vem sendo realizada, a partir de estudos baseados em sínteses de novas 

drogas, como também, fitoterápicos, os quais, tem sido uma excelente 

alternativa no ensaio de novos antifúngicos com reduzidos efeitos colaterais. 

(LEITE et al., 2006; FERREIRA, 2012). 
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2.10 Alternativa terapêutica de Indigofera suffruticosa como potencial 

antifúngico 

 

As novas alternativas medicamentosas utilizando fitoterápicos, vêm 

apontando vantagens devido ao baixo custo no preparo, como também, o 

conhecimento científico das plantas medicinais (MOLINA et al., 2010). 

Populações rurais e urbanas ainda utilizam ervas medicinais tradicionais para 

tratamento de doenças e cuidados com a saúde. Sendo estas, manipuladas 

durante séculos, desde os primórdios da humanidade. Diversas plantas, são 

tradicionalmente usadas, no tratamento de infecções, e nessas, podem ser 

encontradas novas propostas a drogas antifúngicas (FERREIRA, 2012 et al., 

2006). 

No Brasil, a utilização de ervas medicinais tem na prática indígena suas 

bases, que influenciada pela cultura africana e portuguesa, disseminou uma 

cultura popular e é utilizada indiscriminadamente. Atualmente, os estudos com 

plantas surgem em busca de novas drogas que apresentem maior eficácia e 

reduzido efeito colateral (ALVES; SILVA, 2003; MOLINA et al., 2010; LEITE et 

al., 2006). 

Atualmente, diversas plantas, vegetais e ervas usadas na medicina 

popular e tradicional são consideradas como uma das principais fontes de 

descoberta e desenvolvimento para droga de quimioprevenção contra o câncer, 

por exemplo, a Indigofera suffruticosa, conhecida tambem por anil, índigo e 

anleira (VIEIRA et al., 2007). Esta planta herbácea pertencente à familia 

Fabaceae típicas de regiões tropicais e subtropicais, encontrada no cerrado 

brasileiro (Figura 7). É uma espécie conhecida por apresentar uma fonte rica 

de flavonóides derivada de glicosídeo quercetina e alcalóides, com várias 

propriedades e utilidades (LUIZ-FERREIRA et al., 2011; CHEN et al., 2013). 
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Fig. 7. Representação ilustrativa da espécie Indigofera suffruticosa Mill. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Acesso: www.hear.org/.../full/starr-030202-0088.jpg) 

Além de apresentar, utilização na medicina popular, designada para 

tratamentos de inflamações e epilepsia, a I. suffruticosa é utilizada na indústria 

téxtil como corante natural (LEITE et al., 2006; VIEIRA et al., 2007; CHEN et 

al., 2013). Outros estudos também apontam sua atividade antimicrobiana e 

antitumoral, visto que, os extratos de I. suffruticosa, têm propriedades 

promissoras na alternativa contra o câncer (VIEIRA et al., 2007; CHEN et al., 

2013). Extratos aquoso e etanólico de I.suffruticosa sobre a expressão de 

anticorpos específicos e o nível de glutationa, utilizando células hepáticas de 

rato através de mecanismos molecular, implicou na indução de fase II enzimas 

de desintoxicação e conteúdo de glutationa (CHEN et al., 2013).  

Verificou-se que, o extrato aquoso de folhas desta hérbacea não 

apresentou efeitos citotóxicos, apenas, baixa toxicidade em doses elevadas. 

Além disso, apresentaram redução na atividade tumoral em ratos (VIEIRA et 

al., 2006). Ainda, os extratos aquosos atuaram como agentes gastroprotetor, 

enquanto que, extratos metanólicos com fração de acetato de etila, mostraram-

se eficazes na inibição das lesões gástricas induzidas nos ratos. Isto mostra 

http://www.hear.org/.../full/starr-030202-0088.jpg
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uma visão para o mecanismo de citoprotecção gástrica e o papel ativo de 

flavonóides e alcalóides apresentados em AcF de I. suffruticosa (LUIZ-

FERREIRA et al., 2011). Assim, acredita-se que, está é uma planta promissora 

para estudos futuros na obtenção de novas drogas com funções terapêuticas. 

Já com relação a atividade antimicrobiana, foram testados extratos de I. 

suffruticosa, obtidos por infusão e maceração contra cinco espécies de 

bactérias e 17 amostras fúngicas, pelo método de difusão ágar-sólido. Apenas 

o extrato aquoso, apresentou graus variáveis na atividade antibacteriana e 

antifúngica contra vários microrganismos testados.  O extrato aquoso obtido 

por infusão apresentou resultados contra Staphylococcus aureus, Trichophyton 

rubrum e Microsporum Canis, enquanto o extrato orgânico não mostrou 

atividade (LEITE  et al., 2008). 

Diante do exposto, torna-se indispensável o conhecimento da conduta 

terapêutica empregada, no que tange a eficácia dos fármacos diante da grande 

diversidade de fungos resistentes. Mesmo que o uso indiscriminado dos 

agentes antifúngicos tenha aumentado e favorecido, cada vez mais, o 

desenvolvimento de resistência dos fungos, principalmente a Candida spp. 
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3. OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo geral 

 

Estudar a relação da produção de nitrosamina, e a susceptibilidade 

antifúngica in vitro de fluconazol e do extrato natural de Indigofera suffruticosa 

Mill em culturas de leveduras isoladas de neoplasia maligna bucal.  

 

3.2 Objetivos específicos  

 

• Coletar espécimes clínicos em pacientes com neoplasia maligna bucal; 

• Realizar microscopia direta e análise histológica de secções teciduais de 

neoplasias maligna bucal;  

• Isolar e identificar fungos dos espécimes clínicos;  

• Correlacionar dados como sexo, idade, localização da lesão ao 

diagnóstico micológico e tipo de neoplasia bucal;  

• Estudar a relação da produção de nitrosamina por leveduras, através da 

revisão de literatura; 

• Avaliar o perfil patogênico dos isolados com relação a: aderência, 

formação de tubo germinativo e produção de protease; 

• Coletar, preparar e obter extrato de Indigofera suffruticosa; 

• Determinar in vitro a atividade antifúngica de fluconazol e extrato de I. 

suffruticosa.  
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Abstract 

 

Paracoccidioidomycosis is a fungal infection, endemic to South American 

countries, which can affect the lungs, skin and mucous membranes. It 

commonly develops mucosal injuries of the oropharynx, pharynx and mouth, 

especially in regions such as hard palate, soft palate and dental alveolus, 

causing alveolar bone destruction, ulcerative and infiltrative lesions. These oral 

lesions of paracoccidioidomycosis have been, in some cases, difficult to 

diagnose since are simulating carcinoma. Thus we report a case of 

paracoccidioidomycosis mimicking oral carcinoma in a male patient attended at 

a Brazilian oncologic service, presenting an ulcerated and infiltrating lesion in 

the palate. Three biopsies were performed in four months, however with 

inconclusive results and only after the fourth exam the histopathological data 

were consistent to paracoccidioidomycosis. The diagnosis was confirmed by the 

double immunodiffusion technique. Amphotericin B was administrated with 

success. The differential diagnosis of paracoccidioidomycosis and oral cancer is 

essential and must be always reported. 

 

 

Keywords: Paracoccidioidomycosis; Paracoccidioides brasiliensis; dimorphic 

fungi; oral cancer. 
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Introduction 

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a deep mycosis, of inflammatory 

characteristic, caused by the dimorphic fungi Paracoccidioides brasiliensis and 

P. lutzii [1]. Since the mycelial phase, known as the infective form, is found in 

soil and vegetation, the main route of contamination is by inhalation, initially with 

no clinical symptoms. The yeast or parasitic phase occurs at 37ºC by thermal 

conversion [2, 3]. 

This dimorphic fungus is found in humid tropical and subtropical regions, 

with higher occurrences of PCM in southeastern Mexico, Central America, and 

South America. Brazil accounts for over 80% of all reported cases [2, 4]. 

PCM mainly affects rural workers, of all ages, however is more frequently 

between 30-50 years old, with a predominance of males. The PCM lesions are 

primarily located in the lungs since the major route of infection is by inhalation, 

however may also occur in the gut or by skin trauma. Initially, this infection is 

characterized by common symptoms of several lung disease, such as cough, 

sputum, dyspnea, anorexia, and hemoptysis [3, 4]. 

 The PCM presents various clinical aspects once it may spread to organs 

or systems, including the skin and mucosa. The clinical forms of the disease are 

classified into acute and subacute (juvenile type). Moreover the chronic form 

(adult type) occurs in 90% of individuals above 30 years old, being considered 

unifocal or multifocal when commits one or more bodily sites, respectively [5, 6].  

 The mucosal lesions comprehend the region of oropharynx, pharynx as 

well as oral cavity, including areas of hard palate, soft palate, dental sockets, 

among other locations. Commonly, it causes progressive destruction of alveolar 
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bone with variable morphology, specially the infiltrative or ulcerative form, with 

infiltrated borders [2, 7]. 

The clinical and morphological diversity of PCM demands a differential 

diagnosis along with tuberculosis, Hodking disease, and other systemic and 

subcutaneous mycoses [4].  

In this context, ulcerative lesions of paracoccidioidomycosis are very 

similar to the mouth intracavitary tumors such as squamous cell carcinoma [4]. 

Therefore, these oral lesions of PCM have been difficult to diagnose, in some 

cases, which requires a more detailed histopathological analysis [2]. 

This disease can progress silently, presenting signs and symptoms 

similar to other granulomatous diseases, which may delay diagnosis and 

effective treatment, and contribute to high rates of morbidity and mortality [4]. 

Thus, the study of clinical cases is justified by the similarity between the 

evolution of PCM and neoplasia. Therefore, the present study aimed to report a 

case of paracoccidioidomycosis mimicking oral carcinoma. 

 

Patient and Methods  

 

Case report 

 

Male patient, 63 years old, resident in the countryside of Pernambuco, 

Brazil, retired farmer, currently working as general services assistant, was 

attended in the clinic of Head and Neck of Cancer Hospital of Pernambuco, 

presenting palate injury over about a year ago. At the moment, the patient 

reported smoking and alcohol consumption over a period of approximately 50 
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years, consuming about 10 cigarettes per day, however he had quit smoking 

two years ago. 

In preliminary clinical examination, the patient presented ulcerative-

infiltrative and vegetating lesion on the hard palate and absence of cervical 

lymph node involvement. Given his clinical history of smoking and alcohol 

consumption, and also physical examination, the diagnostic hypothesis was 

malignancy. The patient underwent histopathology evaluation which showed 

ulceration, acute and chronic mucosal inflammation, reaching the submucosal 

mucous glands, with no evidence of neoplasia. 

 After 30 days, a new biopsy indicated the presence of granulation tissue. 

The patient complained of difficulty in swallowing, anorexia and expansion of 

lesion, being hospitalized for 48 hours. During this period a new biopsy was 

performed, however the report was inconclusive. The patient was discharged 

home. After two days, at ambulatory service, a third biopsy was performed 

showing a chronic inflammatory process with giant-cell reaction, cells of foreign 

body type and Largerhans. Still in search of a diagnosis, a fourth biopsy was 

performed and after three days, the patient was admitted at the emergency 

department for outpatient care with severe dyspnea and impaired general 

condition. The last biopsy revealed the presence of areas with nonspecific 

chronic inflammation, fibrosis, and chronic granulomatous inflammatory process 

with typical Paracoccidioides yeast-like cells (Fig 1).  

The mycological diagnosis was also conducted at the Department of 

Mycology of the Federal University of Pernambuco. The double 

immunodiffusion technique was used and confirmed the case of 
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paracoccidioidomycosis, with anti- Paracoccidioides brasiliensis antibodies in 

titers of 1:16 (Fig 2).  

After seven months, the patient's condition deteriorated, with 

development of pulmonary disability, difficulty of swallowing, severe cough, 

fever, dyspnea, cyanosis, anictericia, dehydratation, malnourishment and 

pallidness.  Treatment was initiated with rocephin and amphotericin B with a 

dose of 100mg/day followed by cumulative doses until 2,000mg/day, and also a 

high calorie and protein diet via nasogastric tube. The respiratory tract infection 

was treated with clindamycin and tazocin for 10 and 12 days, respectively. 

 After 42 days, amphotericin B therapy was suspended and replaced by 

sulfamethoxazole/trimethoprim 1.600/1.600mg and cefepime hydrochloride for 

10 days, as secondary prophylaxis. The patient was discharged home after 56 

days of treatment, remaining in regular monitoring for control of cure, without 

relapse of the disease. At the moment, the patient presents residual PCM with 

destruction of palate. 

 

Discussion 

 

  Paracoccidioidomycosis is considered the most diagnosed systemic 

mycosis in Latin America, with prevalence in Brazil, Colombia, Venezuela and 

Argentina [8]. Uncommonly Kurai et al. (2012) reported a case of PCM in Japan 

but the authors considered it an imported disease once this infection was 

acquired during a trip to South American [9]. 

  Our patient was a farmer and this occupation is considered an important 

risk factor for the acquisition of this mycosis. Usually, the association between 
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the agricultural professions with PCM is discussed [2]. Although the patient had 

presented the typical epidemiological characteristics of PCM as gender and 

profession, the diagnosis was delayed and challenger to the staff. Moreover, the 

male sex predominance in PCM is also due to the protective action of hormonal 

factor-β estradiol in women [2].   

Regarding the location of the lesions, the patient had our presented jugal 

mucosa commitment, followed by the soft palate and lungs, characteristic of 

multifocal disease. The oral lesions are more frequently described in PCM, 

according to Ferreira et al. [10]. However, we believe that only these clinical 

conditions are not conclusive, especially in oral cancer patients, once clinical 

and histopathological aspects difficult the differential diagnosis. 

Based on the reported case is imperative the accurate analysis of 

infiltrative and ulcerative lesions in the oral cavity when the patient is smoking 

and alcohol addicted. In this case, the presence of P. brasiliensis caused an 

extensive and unusual histological damage with cellular transformation 

mimicking a neoplastic tissue although the association of PCM and cancer had 

been observed [11, 4]. Also PCM lesions can be misdiagnosed as pharyngeal 

cancer due to the onset of a refractory ulcer [9].  

The atypical cases of PCM must always be reported once this fungal 

infection may precede lung cancer in smokers [4] as occurred in a 53 years old 

woman whose lesions were simulating lung metastasis. During the diagnostic 

process she underwent to radiological exam which revealed multiple bilateral 

pulmonary nodules, suggestive of metastasis. However, lung histopathological 

findings were compatible with PCM [12].  
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Also, cases of PCM had already been diagnosed by histopathological 

examination, in which the patients presented granulomatous and ulcerative oral 

lesions, with concomitant pulmonary involvement, mimicking squamous cell 

carcinoma [11]. The incisional biopsy of mouth has been recommended in these 

cases, and an adequate and well analyzed biological material is essential to 

establish a correct diagnosis [13]. In our study four biopsies were performed to 

rule out malignancy and confirm PCM.  

In the present case, PCM was also confirmed after the serologic testing 

double immunodiffusion. This technique is commonly used for detection and 

titration of antibodies, likewise to the diagnosis, being also useful to prognosis 

and monitoring of patients during and after treatment [10, 13].  

The therapy of choice of our patient was amphotericin B, still considered 

the drug of choice for many systemic mycoses treatment. Although this drug 

may cause harmful side effects, in the reported case the clinical course was 

favorable remaining only with the destruction of palate as a residual form of 

PCM [11, 14].  

We believe that the favorable outcome was only possible due to the 

histopathological and serological diagnosis which allowed the choice of an 

appropriate treatment with successful outcome. 
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Fig. 1 Histological diagnosis showing Paracoccidioidomycosis. Yeasts at 
different developmental stages, 400X (a and b); foreign body giant cell (*) and 
yeasts ( ) HE-400X (c); yeast cell ( ) and Langerhans type giant cell (*), HE-
200X (d); outbreaks of fungal proliferation, HE-200X (e); fungal proliferation ( ) 
and areas of fibrosis (*), PAS-200X (f). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2 Serological diagnosis by double immunodiffusion revealing a reagent 
serum (patient letter d) against Paracoccidioides brasiliensis antigen (a) 
presented as a band of precipitation. (b): Positive serum control; (c, e, f and g): 
Negative tests. 
 
 

 

 

 

Fig. 2 Serological diagnosis by double immunodiffusion revealing a reagent 
serum (patient letter d) against Paracoccidioides brasiliensis antigen (a) 
presented as a band of precipitation. (b): Positive serum control; (c, e, f and g): 
Negative tests. 
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Candidiasis associated with oral cancer and virulence factors of etiologic 
agents 

Abstract 

. The present study aimed to verify the ability of virulence of Candida species 

isolated from clinical samples of patients with oral cancer. The isolated and 

identified yeasts were tested for virulence capacity by producing germ tube 

adhesion to oral epithelial cells, detection of protease sensitivity and 

anfotericiana B, fluconazole and nystatin. 68 clinical samples were collected 

from patients who had oral tumors. Clinical specimens obtained from oral 

tumors, including 14 species of yeast C. albicans (7), C. famata (2), C. tropicalis 

(3), C. lusitanie (1), and C. parapsilosis (1) were isolated. The isolates tested 

except C. famata formed germ tube and C. tropicalis. All isolates were able to 

adhere to oral epithelial cells, and 71.5 % showed high adherence and 28.5 % 

poor adherence. Isolates of C. albicans, six produced protease ranging from 

very strong and high, as well as C. parapsilosis, C. lusitaniae and only one 

isolate of C. famata. In front of susceptibility to antifungal agents tested, all were 

susceptible to amphotericin B and nystatin, however fluconazole for three 

isolates of C. albicans were resistant to the minimum inhibitory concentration of 

64 mg / mL. Yeasts are present in oral tumors and may present a threat to 

patients with oral cancer, even though they undergo immunosuppressive 

treatments and become vulnerable to such infections, since Candida species 

present virulence and resistance to fluconazole. Therefore, the mycological 

diagnosis is important in patients with oral cancer due to the occurrence of 

associated infections, jeopardizing the quality and survival of patients. 

keywords: Candidiasis. Oral cancerl. Candida. virulence factors. antifungal 

drugs.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

As leveduras do gênero Candida presentes na microbiota humana são 

comensais do trato gastrointestinal, pele e mucosas vaginal e oral, atuando nas 

primeiras barreiras de defesa do organismo. No entanto, alterações no 

ambiente favorecem o crescimento excessivo dessas leveduras permitindo que 

espécies de Candida causem infecções, sendo na cavidade bucal a candidíase 

uma das principais condições clínicas (Giri et al., 2013). 

A candidíase é a infecção oportunista mais frequente em pacientes 

imunossuprimidos devido a diversos fatores, comumente ocorrem em 

portadores de neoplasias malignas, sobretudo quando submetidos a 

tratamentos antineoplásicos, o que demonstra uma considerável importância 

clínica para a sobrevida de indivíduos com câncer (Avrella & Goulart, 2008; 

Sena et al., 2009; Giri et al., 2013).  

O câncer representa um conjunto com mais de 150 doenças 

consideradas um problema de saúde pública mundial, e particularmente, o 

câncer de boca o qual ocupa o quinto tipo mais incidente no mundo, 

representando 40% dos tumores da região da cabeça e pescoço. O tratamento 

consiste de cirurgia, radioterapia e quimioterapia ou associação entre estes. No 

entanto, durante esses procedimentos é comum ocorrer o desequilíbrio da 

microbiota oral e desenvolvimento fúngico local (Bensadoun et al., 2011; Inca, 

2013). 

Infecções por Candida spp. em pacientes com câncer bucal tem sido 

crescente nas ultimas décadas, e pode ocorrer tanto pela imunossupressão 

local com o estabelecimento da lesão, quanto pela terapia antitumoral. O que 
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aponta uma grande importância na avaliação do perfil patogênico dessas 

leveduras. Uma vez que, vários fatores inerentes a estes micro-organismos 

estão diretamente ligados a capacidade de causar doenças (Bensadoun et al., 

2011; Sanjaya et al., 2011). 

Diversos fatores de virulência por espécies de Candida permitem que 

danos sejam causados no hospedeiro, destacando-se a capacidade de 

aderência, invasão e dano tecidual no epitélio do hospedeiro, acarretando 

várias formas de candidíase na cavidade bucal, além de torna-la capaz de 

atingir a corrente sanguínea ou disseminar localmente nos tecidos adjacentes 

permitindo o agravo das lesões (Meurman, 2010). 

 Os antifúngicos utilizados no tratamento das infecções orais causadas 

por estas leveduras. Polienos como a nistatina e a anfotericina B, azóis como 

fluconazol, os quais nem sempre são eficazes em virtude da resistência 

crescente atribuida ao potencial de virulência (Samaranayake et al., 2009). 

Assim, o objetivo do trabalho foi verificar a capacidade de virulência de 

espécies de Candida isoladas de amostras clínicas de pacientes com neoplasia 

bucal. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS  

Foram selecionados materiais biológicos obtidos por biópsias de 

pacientes com lesões tumorais na cavidade oral, atendidos no ambulatório de 

Oncologia do Serviço de Cirurgia de Cabeça e Pescoço de hospital público de 

Recife, Brasil para diagnóstico laboratorial micológico.  

 

2.1 Coleta, isolamento e identificação das amostras 
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As amostras histológicas foram seccionadas e acondicionadas em 

coletores esterilizados, contendo água destilada esterilizada adicionada de 

50mg/L de cloranfenicol e formal para exame micológico e histopatológico, 

respectivamente. As amostras clínicas foram clarificadas com solução aquosa 

a 20% de hidróxido de potássio (KOH), para realização do exame direto e 

paralelamente semeada para cultura em duplicata na superfície dos meios 

Ágar Brain Heart Infusion e Sabouraud Dextrose Ágar suplementados de 

cloranfenicol (50mg/L) contidos em placas de Petri, mantidas a 30ºC e 37ºC por 

até 15 dias. Após o crescimento, as culturas foram purificadas e posteriormente 

identificadas de acordo com métodos de taxonomia clássica, baseada em 

critérios macroscópicos, microscópicos e fisiológicos, bem como pelo sistema 

automatizado para leveduras – VITEK 2 (BioMérieuxr®20). 

  

2.2 Avaliação do Perfil Patogênico 

2.2.1 Formação de tubo germinativo 

Para o teste de tubos germinativos, os isolados de Candida foram 

inoculados em albumina e incubados a 37ºC, foram realizadas duas analises 

com intervalo de duas horas cada e a terceira analise após uma hora, 

totalizando cinco horas e sendo verificado quanto a formação do tubo 

germinativo, realizada através da microscopia luminosa (Lacaz et al., 2002). 

 

3.2.3 Teste de aderência a células epiteliais 

 

Para o teste foi utilizada metodologia de acordo com Lima-Neto (2009). 

As células de levedura foram cultivadas em ágar malte (Difco) durante 36 h a 
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37º C, posteriormente resuspendido em 2 ml de PBS estérilzado de 0,1 mol-1 e  

pH 6,8 a 4 º C , lavadas duas vezes por centrifugação (2500g, 5 min cada), 

com 2 ml de PBS e finalmente resuspendidos em PBS (2 x107 células ml-1).  

As células epiteliais da cavidade oral foram coletadas de um voluntário 

adulto saudável através de raspagem suave da membrana mucosa da 

bochecha com swabs de algodão estérilizado.  Cada swabs foi 

cuidadosamente agitado em 5 mL de tampão fosfato em salina (PBS).  As 

suspensões foram lavadas duas vezes em 5 ml de PBS pela centrifugação 

(2500 g, 5 min cada ) e resuspedidas em PBS (4x104 células ml)-1. A 

suspensão de levedura e células epiteliais foram e determinadas com câmara 

de Neubauer. As duas suspensões foram juntamente homogeneizadas, 

centrifugadas e examinadas quanto à capacidade das células de leveduras em 

aderir ás células da mucosa oral.  

Os ensaios de adesão foram desenvolvidos com a mistura de 1 ml de 

cada suspensão no tubo de ensaio e incubados a 25 e 37ºC sob agitação 

suave durante 2 horas. Posteriormente foram observados em microscopia 

eletronica. Os resultados foram classificados como: alta aderência (H) para 50-

100 % de área superficial coberta pela levedura, fraca aderência (W) para até 

50% e ausencia de aderência visível (0).  

 

3.2.4 Produção de Protease 

As leveduras foram analisadas quanto a capacidade de produção 

protease utilizando-se meio indutor  

contendo soro de albumina bovina e suspensas em 1,0mL de água 

destilada esterilizada e contadas em câmara de Neubauer obtendo-se 
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concentração de 106 células/mL. Posteriormente, foram inoculadas no referido 

meio de cultura e incubadas a 37ºC em triplicata, na busca de detectar a 

formação de um halo transparente. A leitura foi realizada ao final de sete dias e 

cálculo da zona de atividade (ZA) os quais foram agrupados em quatro classes: 

ausente (1,0); fraco (0,89-0,80); forte (0,79-0,70) muito forte (< 0,69); (Aoki et 

al., 1990; Serda & Yucel 2002).  

 

 

 

3.2.5 Sensibilidade a antifúngicos 

O teste foi realizado pela técnica de microdiluição em caldo, segundo o 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). A determinação da 

concentração inibitória mínima (CIM) seguiu o protocolo M27-A3 (CLSI, 2008). 

O meio de cultura utilizado foi o RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) esterilizado 

em membranas de 0,22mm (Millipore, Darmstadt, Alemanha), com L-glutamina, 

sem bicarbonato de sódio e pH 7,0±0,1 tamponado com ácido morfolino 

propano sulfônico (MOPS; 0,165 mol.L-1; Sigma-Aldrich). Os antifúngicos 

avaliados foram anfotericina B (Bristol-Myers Squibb), fluconazol (Pfizer) e 

nistatina (Fagron), em concentrações variando de 0,03 -16mg.mL-1 para 

anfotericina B e nistatina, ambos polienos, e 0,125 a 64mg.mL-1 para 

fluconazol, um azol, onde os dois primeiros foram diluídos em DMSO e 

fluconazol preparado em água destilada. 

 A Candida parapsilosis ATCC 22019 e os isolados de Candida spp. 

foram mantidas em meio Sabouraud Dextrose Agar e incubadas a 35°C por 

24h. As suspensões dos isolados foram preparadas em solução salina 
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(0,85g/L), ajustada de acordo com a escala 0.5 de MacFarland em 90% da 

transmitância a 530nm. O volume do inóculo foi posteriormente diluído em 

RPMI 1640 para uma concentração de 2-5x103 céls.mL-1. Foram utilizados 

controles positivo e negativo como padrões na leitura. A CIM foi considerada 

como a concentração mais baixa do antifungico que produziu uma diminuição 

evidente da turvação, com 100% de redução no crescimento para os polienos, 

e 50% para o azol, ambos em relação ao controle sem droga. 

 

3 RESULTADOS  

 

No período de 12 meses, foram atendidos 1.200 pacientes com lesões 

sugestivas, onde 275 pacientes foram diagnosticados com neoplasia maligna 

bucal, e dentre estes 68 amostras de fragmento de tecido, foram obtidas para o 

exame micológico de diversas localizações anatômicas da cavidade bucal, 

como mostra a figura 1. O pacientes apresentaram uma faixa etária mínima de 

30 anos e máxima de 106 anos, e todos os casos resultou uma média de 64 

anos de idade, com prevalência do sexo masculino. A localização anatômica da 

boca predominante foi à língua com 31,7% dos casos diante das demais 

localizações. 

No diagnóstico micológico o exame direto revelou leveduras, isoladas, 

agrupadas hialinas e em brotação, pseudomicélio, micélio verdadeiro e até 

mesmo formação de tubo germinativo, como mostra a figura 2, em 13 amostras 

de fragmento de tecido, representando 19,11% de todas as amostras 

analisadas. O isolamento de leveduras ocorreu dentre as espécies de C. 

albicans (7), C. tropicalis (3), C. famata (2), C. parapsilosis (1) e C. lusitaniae 

(1) (Tabela 1). 
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O histopatológico foi conclusivo para neoplasia maligna em 92,3% 

(12/13) dos casos distribuídos em carcinoma escamocelular (8/13), seguida de 

carcinoma indiferenciado, carcinoma adenoide e fibrohistocitoma malignos.  

Quanto aos fatores de virulência, todas as leveduras apresentaram a 

capacidade de aderir às células epiteliais bucais classificadas de forte ou fraca 

aderência (figura 3). C. albicans (5), C. tropicalis (3), C. famata (1) e C. 

lusitaniae (1) apresentaram forte aderência. Os demais isolados apresentaram 

fraca aderência, como pode ser visto em detalhe na tabela 2.  

De todos os isolados de C. albicans, seis produziram protease variando 

entre muito forte e forte, assim como C. parapsilosis, C. lusitaniae, e apenas 

um isolado de C. famata. As espécies de C. tropicalis (7092), C. albicans 

(7098) e C. famata (7085) não produziram protease (Tabela 3). 

Quanto ao teste de formação de tubo germinativo, em todos os isolados 

foram observados sua formação, com exceção nos isolados de C. famata 

(7085) e C. tropicalis (7090) (Tabela 4).  

Quanto à susceptibilidade dos isolados analisados frente aos 

antifúngicos testados, todos apresentaram sensibilidade a anfotericina B e 

nistatina com o CIM variando de 0,12 -1,00 µg/mL e 0,06-0,12 µg/mL, 

respectivamente. 

Para o fluconazol, três isolados de C. albicans foram resistentes com a 

CIM de 64 µg/mL, como mostra a tabela 5.  

 

DISCUSSÕES 

O câncer oral representa uma significativa e preocupante incidência de 

morbimortalidade, representando aproximadamente 10% dos tumores malignos 
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na região de cabeça e pescoço, e aponta o quinto tipo de câncer mais incidente 

entre o sexo masculino na região Nordeste do Brasil (Torres-Pereira, 2012; 

Galbiatti et al., 2013; Inca, 2013).  

Neste contexto, nosso estudo também relata a maior incidência para os 

homens, corroborando com a literatura que reconhece o sexo masculino ser 

mais tendenciosos a desenvolver o câncer nesta região anatômica, devido ao 

maior consumo conjunto de álcool e tabaco (Melo et al., 2010).  

A faixa etária do presente estudo apresenta casos entre 30 a 106 anos. 

Como já se sabe esta malignidade ocorre na maioria dos casos em indivíduos 

com meia-idade e mais velhos, e diversos estudos apontam uma nova 

realidade epidemiológica com números exorbitantes de casos em adultos 

jovens nos ultimos anos e maiores de 40 anos, imperando este mesmo sexo 

(Neville & Day 2002; Torrres-Pereira et al., 2012).  

O principal e mais comum tipo histológico das neoplasias malignas da 

boca é o carcinoma escamocelular, que de acordo com Brener et al. (2007) e 

Torres-Pereira, (2012) representa 95%  dos casos. Sendo este tipo de 

neoplasia o mais ocorrente em nossos achados. Quanto à localização 

anatômica dos tumores, neste estudo houve prevalência da língua seguido de 

assoalho bucal, assim como o estudo de Brener et al. (2007) que afirmam ser a 

língua o sítio mais comum para o câncer bucal, correspondendo a 44% dos 

casos, seguido de assoalho bucal com 16%. 

Com relação aos agentes etiológicos da candidíase as espécies C. 

albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. famata e C. lusitaniae foram isoladas, 

sendo as três primeiras espécies citadas, encontradas também no estudo de 
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Kignel & Birman (2000), que isolaram leveduras da superfície das lesões 

malignas orais. 

Os achados fúngicos nos fragmentos de tecidos deste estudo mostram 

presença de leveduras, isoladas, agrupadas hialinas e em brotação, além de 

pseudomicélio, micélio verdadeiro e tubo germinativo visualizadas em exame 

direto. Corroborados por diversos autores que consideram a presença dessas 

estruturas visualizadas no tecido, característica de infecção e não colonização 

(Lacaz et al., 2002; Sidrim et al., 2004; Giannini & Shetty, 2011). 

A transição de colonização a doenças por espécies de Candida pode 

ocorrer após alteração no ambiente bucal, favorecida por deficiência imune do 

hospedeiro, além da associação com os mecanimos de virulência, como 

adesão, formação de tubo germinativo, dimorfismo e presença de enzimas 

hidroliticas (Soni & Wagstaff, 2005; Giri et al., 2013). 

Estudos que verifiquem a capacidade de virulência em leveduras isoladas 

de neoplasia maligna oral são raras.  Porém, um estudo de Umazume et al., 

(1995), verificou a adesão de C. albicans por saliva de pacientes saudáveis, 

comparados a pacientes que antes e depois de ser submetido a tratamento 

antitumoral para o câncer bucal, e constataram o aumento da capacidade de 

adesão após terapia. Em nosso estudo os pacientes encontravam-se ausentes 

de tratamento e foi possível confirmar que 80% dos isolados foram capazes de 

aderir a células epiteliais orais.   

Outro perfil de patogenicidade é o polimorfismo, uma característica 

importante das leveduras do gênero Candida verificada por diversos autores 

(Samaranayake et al., 2009; Giri et al., 2013),  como tubos germinativos que 

marcam início das hifas em crescimento de C. albicans, que estão 
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especialmente implicados na patogênese (Samaranayake et al., 2009). Da 

mesma forma verificamos que todos isolados de C. albicans produziram tubo 

germinativo, além das espécies Candida não-albicans. 

Para o perfil enzimático, o estudo de Rogi et al., (2009) afirma que 100% 

dos isolados de C. albicans testados produziram proteases. Em nosso teste, 

verificamos que 85,8% dos isolados da mesma espécie foram capazes de 

produzir protease e 79% de todas as leveduras analisadas produziram. 

Publicações baseadas em testes de sensibilidade a nistatina através da 

norma CLSI M27-A3 são escassos, assim utilizamos os mesmos padrões de 

analise para o grupo doas polienos assim como algumas pesquisas utilizam 

(Kemmelmeier et al., 2011). 

Alves & Cury (1992) realizaram um estudo de sensibilidade de leveduras 

do gênero Candida isoladas de dois grupos de pacientes com câncer e sem 

câncer. Foram testados os polienos utilizados em nossa pesquisa, anfotericina 

B e nistatina, porém com metodologia distinta. Contudo, os autores verificaram 

não haver diferença nos isolados obtidos de pacientes tratados e não tratados 

para o câncer, sendo todos os isolados sensíveis aos polienos testados. Da 

mesma forma os nossos isolados foram sensíveis a nistatina e anfotericina B. 

Em relação ao fluconazol foi possível verificarmos a resistência de três 

isolados de C. albicans. O fluconazol é o tratamento mais utilizado para 

infecções fúngicas de pacientes oncológicos de acordo com o estudo de Sena 

et al. (2009) através de uma revisão sistemática, investigaram o tratamento de 

candidíase orofaríngea de pacientes com câncer de cabeça e pescoço, e 

mostram importância em analisar a resistência de Candida frente ao fluconazol.  
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Uma vez que, estes pacientes ainda iram submeter a tratamentos 

antineoplásicos, os estudos de Alves & Cury (1992) e Kemmelmeier et al. 

(2011) alertam para os tratamentos de radioterapia e quimioterapia, serem 

capazes de modificar várias características de uma levedura, incluindo o seu 

potencial de virulência, além dos micro-organismos adquirirem mutação, que 

permite a resistência aos poliênicos. 

Em conclusão, as infecções por Candida na cavidade oral pode afetar a 

sobre vida e qualidade de vida dos pacientes com câncer bucal, uma vez que a 

capacidade patogênica dos isolados somada a terapia imunossupressora 

permite o desenvolvimento da infecção fungica associação ao câncer. 
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Figura 1.  Diversidade das lesões em cavidade oral: lesões ulcerativas, 
vegetantes e crostosas. A: lesão de assoalho de boca lesão; B: Palato mole à 
esquerda; C: Lábio inferior; D: Lateral de língua à direita; E: rebordo gengival 
superior a esquerda; F: Loja amigdaliana esquerda. 
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Fig. 2 Leveduras aderidas a célula epitelial. A: fraca aderência; B: forte 

aderência. 
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Tabela1. Achados fúngicos em lesões bucais correlacionando localização 
tumoral com espécie isolada. 

Nº 
do 

caso 

 
Registro 
(URMa) 

 

Localização 
tumoral 

Exame micológico 
direto 

Espécie 

09 7085 
Rebordo gengival 
inferior esquerdo 

Presença de células 
de leveduras isoladas, 
brotantes e filamentos 
verdadeiros. Tubo 
germinativo. 

Candida 
famata 

10 7086 
Assoalho de boca 

a direita 

Presença de várias 
células de leveduras 
isoladas, agrupadas e 
brotantes. 

C. albicans 

10 7087 
Assoalho de boca 

a direita 

Presença de várias 
células de leveduras 
isoladas, agrupadas e 
brotantes. 

C. 
parapsilosis 

17 7088 Loja amidaliana 

Presença de células 
leveduriformes e 
vários filamentos 
(pseudo-micélio e 
micélio verdadeiro). 

C. albicans 

18 7089 Dorso de língua 

Presença de várias 
células de leveduras 
isoladas, agrupadas e 
brotantes. 

C. albicans 

28 7090 
Borda gengival 

superior esquerda 

Várias células 
leveduriforme isoladas 
e em brotação 

C. tropicalis 

29 7091 
Prega 

glossoamidaliana 

Presença de várias 
células leveduriformes 
isoladas e em 
brotação. 

C. tropicalis 

43 7092 
Região geniana 

da boca 

Presença de várias 
células leveduriformes 
isoladas e em 
brotação. 

C. tropicalis 

47 7098 
Palato ósseo e 
mucosa jugal 

Presença de várias 
leveduras isoladas, 
brotantes, agrupadas 
e formando tudo 
germinativo. 

C. albicans 

49 7093 Base de língua Presença de várias 
células de leveduras 

C. 
lusitaniae 
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isoladas e agrupadas. 

57 7094 
Região retro-
molar direita 

Presença de várias 
células de leveduras 
isoladas e brotantes 

C. albicans 

62 7095 Base de língua 

Presença de várias 
células leveduriforme 
isoladas, agrupadas e 
hifas verdadeiras. 

C. albicans 

66 7096 Tu. de língua 
Presença de várias 
células leveduriforme 
isoladas e agrupadas. 

C. famata 

67 7097 Palato 
Presença de várias 
células leveduriforme 
isoladas e agrupadas 

C. albicans 

       a URM Culture Collection/Federal University of Pernambuco/Brazil 
 

 
Tabela 2.  Capacidade de aderências dos isolados as Células epiteliais orais 
 
 

Registro  
(URMa) 

Levedura Teste de aderência 

7085 
Candida 
famata 

W 

7086 C. albicans H 

7087 
C. 

parapsilosis 
W 

7088 C. albicans H 

7089 C. albicans W 

7090 C. tropicalis H 

7091 C. tropicalis H 

7092 C. tropicalis H 

7098 C. albicans H 

7093 C. lusitaniae H 

7094 C. albicans W 

7095 C. albicans H 

7096 C. famata H 

7097 C. albicans H 
 

 

a URM Culture Collection/Federal University of Pernambuco/Brazil 
H: alta aderência; W: baixa aderência; 0: Ausencia de aderência 
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Tabela 3. Resultado do teste enzimático quanto à produção de proteases de 
leveduras isoladas de neoplasia bucal. 

 

Registro 
(URMa) 

Espécie ZA Proteásica 

7085 Candida famata ___ 

7086 C. albicans ++++ 

7087 C. parapsilosis ++++ 

7088 C. albicans ++++ 

7089 C. albicans ++++ 

7090 C. tropicalis ++ 

7091 C. tropicalis +++ 

7092 C. tropicalis ___ 

7098 C. albicans ___ 

7093 C. lusitaniae ++++ 

7094 C. albicans ++++ 

7095 C. albicans ++++ 

7096 C. famata ++++ 

7097 C. albicans ++++ 

 

a URM Culture Collection/Federal University of Pernambuco/Brazil 
ZA (zona de atividade) 
++++Muito forte (ZA < 0,69); +++Forte (ZA de 0,79-0,70);  
++Fraco (ZA de 0,89-0,80); --- Ausente (ZA 1,0). 
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Tabela 4. Formação de Tubo germinativo por espécies de Candida 

Registro  
(URMª) 

Espécie  Tubo Germinativo 

7085 Candida 

famata 

- 

7086 C. albicans + 

7087 C. parapsilosis + 

7088 C. albicans + 

7089 C. albicans + 

7090 C. tropicalis - 

7091 C. tropicalis + 

7092 C. tropicalis + 

7098 C. albicans + 

7093 C. lusitaniae + 

7094 C. albicans + 

7095 C. albicans + 

7096 C. famata + 

7097 C. albicans + 

 

a URM Culture Collection/Federal University of Pernambuco/Brazil 
+ formação de tubo germinativo positiva 
- formação de tubo germinativo negativa 
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Tabela 5. Suceptibilidade de espécies de Candida isoladas de neoplasia bucal 
frente a antifúngicos. 

 

 CMIs (µg/mL)b 

Espécie Registro nº     
 (URMª) AMBc FLZd NISTe 

     

Candida 
famata 

7085 0,12 4,00 0,06 

C. albicans 7086 1,00 1,00 0,12 

C. 
parapsilosis 

7087 1,00 1,00 0,12 

C. albicans 7088 0,50 1,00 0,12 

C. albicans 7089 0,50 0,50 0,12 

C. tropicalis 7090 1,00 2,00 0,06 

C. tropicalis 7091 1,00 2,00 0,06 

C. tropicalis 7092 1,00 0,50 0,06 

C. albicans 7098 0,25 1,00 0,06 

C. lusitaniae 7093 0,50 0,50 0,06 

C. albicans 7094 0,50 64,00 0,06 

C. albicans 7095 0,50 64,00 0,06 

C. famata 7096 0,50 4,00 0,06 

C. albicans 7097 0,50 64,00 0,12 

C. 
parapsilosis 

ATCC 0,025 2,00 0,06 

aURM Culture Collection/Federal University of Pernambuco/Brazil 
bO valor da CMI foi definido como a concentração mais baixa do agente anti-
fúngico e foi lido após dois dias a 37 ° C. 
cAMB = Anfotericina B 
dFLZ = Fluconazole 

eNIST = Nistatina 
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ABSTRACT 
 

Indigofera suffruticosa is a plant used in alternative medicine for 

treatment of various diseases. The aim of this study was to evaluate the 

antifungal activity of I. suffruticosa extract and protein from the leaves on 

Candida species. I. suffruticosa aqueous extract was obtained by 

homogenization of the dried leaf powder (100 g), followed by filtering and 

lyophilizing. Aliquots (1mg/mL in 0.15M NaCl) were submitted to affinity 

chromatography utilizing a polysaccharide chitin for isolate protein compounds, 

which were quantified by the Lowry method and analyzed by phytochemistry 

tests. The antifungal activity was evaluated by susceptibility testing for the 

determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) utilizing the yeast 

strains Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei and Candida 

parapsilosis. One gram of I. suffruticosa leaf powder yielded 1.2 mg of protein, 

obtained from the chitin column, while the phytochemical analysis revealed total 

absence of secondary metabolites. The protein from I. suffruticosa showed 

fungistatic activity against the Candida species tested. This protein inhibited the 

growth of C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis and C. tropicalis, with MICs of 

64, 32, 8 and 16 μg.mL-1, respectively. These results shed more light on the 

biological potential of this natural product against harmful microorganisms. 

 

Keywords: Candida. Plant protein. Indigofera suffruticosa. Candidiasis. Antifugal 

activity. 
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1 INTRODUÇÃO 

Fungi of the Candida genus are pathogens responsible for infections in 

the oral and vaginal cavities, tracheal mucosa, bronchi and gastrointestinal 

tract, causing a wide spectrum of surface and invasive opportunistic diseases 

(Alonso-Echanove et al., 2003). Epidemiologic studies have identified Candida 

species as the fourth most common cause of nosocomial bloodstream infection 

(Bar et al., 2006) and opportunistic infections (Nucci et al., 2010). 

Research into new antifungal substances has been performed for 

possible synthesis of new drugs and development of phytotherapic products 

with greater efficacy and/or reduced side effects (Leite et al., 2006; Sardi et al., 

2013). Natural products can be good alternatives for the treatment of diseases, 

and their use has grown substantially in recent decades (Carvalho et al., 2008). 

Many compounds have been isolated from plant extracts to identify the 

bioactive compounds responsible for the biological activity. Some proteins 

isolated from plant aqueous extracts have been shown to possess antimicrobial 

(Nair et al., 2013), antineoplasic (Yan et al. 2009) and anti-inflammatory activity 

(Araújo et al., 2011). Antifungal activity was observed in seed protein 

Archidendron jiringa (Charungchitrak et al., 2011) and in rhizomes of Curcuma 

longa (Pentnual et al., 2010).   

Indigofera suffruticosa Mill, a legume plant from the family Fabaceae, 

subfamily Papilionoideae, is native to West India (Almeida, 1993), with current 

distribution in tropical and subtropical areas of North, Central and South 

America as well. In Brazil it is mainly found the northeastern region (Ribeiro et 

al., 1991). I. suffruticosa is noted for its biological properties and use in folk 

medicine. Infusions and decoctions of different parts of the plant are used in folk 

medicine as febrifuge, purgative and sedative (Hastings, 1990). Previous 

studies with I. suffruticosa leaves have demonstrated embryotoxic (Leite et al., 

2004) and antimicrobial (Leite et al., 2006) effects of aqueous extracts.   

To the best of our knowledge, no investigation of the effect of proteins 

isolated from I. suffruticosa leaves against Candida fungi has been carried out. 

Thus, the aim of this study was to evaluate whether proteins isolated from I. 

suffruticosa leaves are able to inhibit the growth of some Candida species. 
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2 MATERIALS AND METHODS 
 
 
2.1 Indigofera suffruticosa 

 

Fresh leaves of I. suffruticosa were collected in the morning in the 

municipality of São Caetano, Pernambuco state, in the semi-arid region of 

northeastern Brazil. The plant was identified by Dr. Marlene Carvalho Alencar 

Barbosa from the Department of Botany, Federal University of Pernambuco 

(UFPE). A voucher specimen was deposited with the UFP Geraldo Mariz 

Herbarium of the Department of Botany, UFPE, where it was authenticated and 

registered under number 45,217. 

 

2.2 Extract preparation 

Leaves of I. suffruticosa were briefly washed with distilled water and left 

to dry at 38 °C. The dried leaves were then ground and the resulting powder 

was homogenized in water (10%) under stirring for 16 h. The water-based 

suspension was then passed through filter paper and lyophilized.   

 

2.3 Protein obtainment from I. suffruticosa 

The lyophilized extract was dissolved (10%) in 0.15 M NaCl and applied 

in a chitin column (Sigma, USA, 20×7cm) previously equilibrated at 20 mL.h-1 

flow rate with 0.15 M NaCl. Protein elution was monitored by absorbance at 280 

nm (BIO-RAD SMART-SPEC). Unbound proteins were removed with 

equilibrating solution until absorbance at 280 nm was negligible. Bound proteins 

were eluted from the column with 2.0 M acetic acid, pH 4.0, pooled together, 

dialyzed against water, lyophilized and suspended in 0.15 M NaCl. 

 

2.4 Protein assay 

The protein content (mg.mL-1) was determined according to Lowry et al. 

(1951) using a BSA calibration curve as the standard (0–500 μg.mL-1) and the 

total protein (mg) was measured by the ratio between the protein concentration 

and the volume of the sample. 
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2.5 Phytochemical analysis 

The isolated material (1 mg.mL-1 of protein) was submitted to 

phytochemical evaluation by thin-layer chromatography (TLC) on silica gel 

sheets (Merck, Germany). Different systems for development and adequate 

visualization of secondary metabolites were used, as follows. Vanillin–

hydrochloric acid for condensed tannins and indican (indigo component); 

Dragendorff’s reagent for alkaloids; Lieberman–Burchard reagent for terpenes 

and steroids; anisaldehyde for saponins; Neu’s reagent for gallic acid and 

flavonoids and UV light for coumarins (Roberts et al., 1956; Harborne, 1998; 

Pajik et al., 2002). 

 

2.5 Strains and growth cultures 

Two strains of C. albicans, two of C. krusei, one of C. parapsilosis and 

two of C. tropicalis were supplied by the URM Culture Collection of the 

Department of Mycology, Biological Sciences Center, of UFPE. The strains had 

been stocked in mineral oil at 18 °C (Sherf, 1943). Viability tests of all strains 

and subsequent taxonomic confirmation of their morphological, biochemical and 

physiological characteristics were also carried out (Barnett et al., 2000).  

 

2.6 Antifungal activity  

 For the susceptibility tests, we used the method reported in M27-A3 

(CLSI, 2008). The culture medium used in the experiments was RPMI 1640 

(Sigma-Aldrich, USA) enriched with L-glutamine and morpholinepropanesulfonic 

acid (MOPS; 0.165 mol.L-1; Sigma-Aldrich), pH 7.0 ± 0.1. The medium was 

filter-sterilized in 0.22 membranes (Millipore, Darmstadt, Germany). 

Amphotericin B (AmpB) and fluconazole (FLZ) were used as reference drugs in 

different concentrations, ranging from 0.03 to 16 g.mL-1 and 0.125 to 64 

g.mL-1, respectively. The protein material from I. suffruticosa was diluted in 

DMSO and tested in concentrations ranging from 2 to 1,024 g.mL-1.  

Candida spp. were maintained on Sabouraud dextrose agar (SDA) 

medium and incubated at 35 °C. Suspensions of the isolates were prepared and 

their densities were adjusted according to the 0.5 McFarland Turbidity 

Standards into 90% transmission using a UV spectrophotometer. The volume of 
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the inoculum was adjusted to 5.0 mL with sterilized saline and was further 

diluted in RPMI 1640 to concentrations containing 2-5x103 CFU.mL-1.  

Sterilized flat-bottomed 96-well microtitre plates (TPP; Trasadingen, 

Switzerland) were used in the susceptibility tests. The inoculum was added to 

the wells with the test drugs. The plates were incubated at 25 °C for two days 

before reading the results. MIC (minimum inhibitory concentration) values for 

protein material, AmpB and FZL were determined for 100% and 50% of fungal 

growth inhibition in relation to fungal growth in control groups. Minimal fungicide 

concentration (MFC) of protein material was determined by transferring the 

contents of the wells that showed 100% growth inhibition into Petri dishes 

containing SDA. The dishes were then incubated at 35 °C for 3 days to 

determine fungal viability. MFC was confirmed by observing the absence of 

fungal growth. Each experiment was performed in duplicate. 

 
 
3 RESULTS AND DISCUSSION 
 

In the aqueous extract I. suffruticosa leaves (23 mg.mL-1) submitted to 

affinity chromatography in the chitin column, the bound fractions eluted with 

acetic acid revealed one peak (Figure 1), which was a protein material (0.28 

mg). In this separation process, each gram of leaf powder yielded 1.2 mg of 

protein.  
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Figure 1. Chitin affinity chromatography of protein 

material from aqueous extract of I. suffruticosa. Unbound 

fraction washed with 0.15 M NaCl. Single peak the 

bound fraction eluted with 2.0 M acetic acid. 
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The phytochemical evaluation of the isolated protein using TLC sheets in 

the different development systems revealed total absence of secondary 

metabolites such as alkaloids, condensed tannins, coumarins, flavonoids, gallic 

acid, indican, terpenoids, steroids and saponins. 

For each in vitro susceptibility test, the inoculum controls showed clearly 

detectable growth after the incubation period, indicating that all isolates were 

viable and that the conditions used were suitable for fungal growth. In addition, 

the MICs of the reference strain were 0.5 and 2 μg.mL-1 to AmpB and 

fluconazole, respectively, confirming the test reproducibility. 

All Candida strains isolated and tested in this work had been preserved 

under mineral oil in the URM Culture Collection-UFPE. The antifungal results 

(MIC values) are summarized in Table 1. All isolates evaluated presented MICs 

for pure extract, which showed moderate antifungal activity against Candida 

isolates ranging from 16 to 512 μg.mL-1. However, the same isolates studied 

presented MICs from 8 to 128 μg.mL-1 to the isolated protein, lower 

concentrations than the extract (Table 1). Furthermore, one strain of C. 

parapsilosis and another of C. tropicalis displayed considerable sensitivity to the 

protein with MIC of 8 μg.mL-1, lower than fluconazole, which showed MIC 
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values of 16 and 32 μg.mL-1, respectively. Table 1 also shows a fluconazole-

resistant C. tropicalis strain, which presented MIC of 32 μg.mL-1 against the leaf 

protein. 

 

Table 1. Antifungal activity of Indigofera suffruticosa extract, Indigofera 
suffruticosa protein, Amphotericin B and fluconazole against eight Candida 
clinical strains from the URM Culture Collection. 
 

Species Accessio
n 

no. 
(URMa) 

MICs (g/mL)b 

Extrac
t 

IPc AmpB
d 

FLZe 

C. albicans 4990 128 128 0.25 >64 
C. albicans 3719 512 64 2 64 
C. krusei 4802 512 64 2 64 
C. krusei 1059 512 16 0.12

5 
16 

C. 
parapsilosis 

4608 16 8 1 16 

C. 
parapsilosis
e 

ATCC220
19 

  0.5 8 

C. tropicalis 4790 16 8 1 32 
C. tropicalis 1150 512 32 0.25 >64 

 

a URM Culture Collection, Federal University of Pernambuco, Brazil 
bThe MIC value was defined as the lowest concentration of  the antifungal agent 
and was read after two days at 37 °C. The inocula contained approximately 2.5 
x 103 cells/mL. Culture medium, tested was RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., 

St., Louis, MO). The final concentration of IP was between 2-1,024 g/mL, 0.03-

16 g.mL-1 for amphotericin B and 0.125-64 μg/mL for fluconazole. 
cIP = Isolated protein 
dAmpB = Amphotericin B 

eFLZ = Fluconazole 
Candida parapsilosis ATCC 22019 was used as the reference strain. 

 

Plants that are traditionally used in the treatment of fungal infections or 

related ailments can be a good source for new, safe, biodegradable and 

renewable antifungal drugs. This is an important possibility for Brazil, which has 

huge biodiversity and where medicinal plants have been used for centuries. 

According to Peumans and Van Damme (1995), proteins help plants to 

defend against microorganisms through indirect mechanisms that are based on 

the interaction of carbohydrates or glycans with the extracellular cell wall. This 

activity can be related to the protein-carbohydrate binding property, which can 
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occur from the effect of certain carbohydrate components in the fungal cell wall 

on cell activity and viability (Damico et al., 2003). Since the major component of 

the fungal wall is chitin (N-acetylglucosamine polymer) (Ye et al., 2001), the 

chitin-binding proteins have been shown to affect fungal growth and 

development (Sá et al., 2009; Trindade et al., 2006), by disturbing the synthesis 

and/or depositing chitin in cell walls (Selitrennikoff, 2001). 

Our result for I. suffruticosa leaf protein on C. albicans (MIC = 64 μg.mL-

1) was similar to that of a protein obtained from seeds of Archidendron jiringa 

Nielsen, an Asian legume plant from the family Fabaceae, against C. albicans  

(MIC = 56 μg.mL-1) (Charungchitrak et al., 2011). Furthermore, the MIC values 

of  I. suffruticosa leaf protein against Candida tropicalis growth (8 μg.mL-1) was 

one fourth lower than that reported by Mandal et al. (2011) when using a 

peptide obtained from Trapa natans fruits against the same fugal specie (MIC of 

32 μg.mL-1). Some plant proteins have also demonstrated activity against C. 

krusei, C. parapsilosis and C. tropicalis, but other fungi were resistant to the 

proteins tested (Gomes et al., 2012; Pan et al., 2010). 

C. albicans is the most common cause of oral candidiasis, an 

opportunistic infection, but C. tropicalis is the second most pathogenic of the 

Candida species, and has emerged as a clinically important pathogen, 

especially in deep fungal infections (Dar-Odeh et al., 2001; Zaug et al., 2001). 

Infections by C. krusei are rare but it is recognized as a species resistant to a 

wide range of antifungal drugs (Barbedo and Scarbi, 2010). 

The conventional treatment for this systemic mycosis has limitations due 

to the high cost of the necessary drugs, as well as the poor efficiency and high 

toxicity of these drugs (Onishi et al., 2000). 

The results of this study demonstrated that a plant protein has fungistatic 

activity against different Candida species, and can be important to reduce 

opportunistic invasive mycoses as well to avoid the use of synthetic drugs that 

can have harmful side effects. 
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Abstract 

  

Nitrosamines are compounds formed from a reaction of amines with nitrosating 

agents and have high carcinogenic potential. Although oral cancer is 

multifactorial disease, a major predisposing factors is the synergistic use of 

alcohol and tobacco. However, not everyone who has these habits develop oral 

cancer and many who consume alcohol and tobacco for decades have not 

developed oral cancer. Other factors associated with hygiene and 

microorganisms are pointed out in many studies, especially regarding the 

possible ability of Candida species to enhance carcinogenesis due to nitrosation 

endogenously produced. This research aims to review and summarize studies 

reported in the literature as associated with the production and nitrosation 

produced by Candida species in oral carcinogenesis promoting factors. 

 

Keywords: nitrosamine. oral carcinogenesis. Fungal infections. 
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Métodos de pesquisa na literatura e critérios de seleção  

 

Pesquisas sistemáticas foram realizadas em databases como Medline, 

Pubmed e Scopus Search. Foram incluídos no estudo, artigos de idiomas 

Inglês e Português. As buscas foram realizadas utilizando os termos de 

palavras-chave: “N-nitrosamine and oral cancer”; “nitrosamine, Candida and 

oral cancer” Inicialmente rendeu um total de 1.396 artigos. Além disso, as 

bibliografias de trabalhos relevantes foram pesquisadas para estudos 

posteriores. O presente artigo está embasado em uma breve revisão de 

literatura e não contém análises de dados qualitativos ou quantitativos.  

 

 

Nitrosaminas 

 

As N-nitrosaminas é uma classe de variados compostos químicos 

descobertos a mais de 100 anos e são formados a partir de uma reação das 

aminas com agentes nitrosantes, as quais possuem alto potencial cancerígeno. 

Sua característica estrutura comum é a presença do grupo funcional N-NO 

incluindo nitrosaminas e nitrosamidas. As quais não são encontradas 

individuais e de forma isolada, mas ocorrem em misturas de várias 

nitrosaminas.1  

Estes compostos e seus precursores ocorrem numa vasta variedade de 

produtos naturais ou bens manufaturados, agrotóxicos, tabaco, detergentes, 

inibidores de ferrugem, artigos de borracha, solventes, medicamentos, 

cosméticos, plásticos, produtos de couro, têxteis e cosmeticos. Porém, uma 
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das maiores exposições acontece através da alimentação, contudo, o 

processamento e preparo dos alimentos influenciam na quantidade de 

nitrosaminas formadas.2,3,4 

Exposição a estes compostos ocorre pela inalação, ingestão de 

nitrosaminas pré-formadas ou pela nitrosação endógena.5 Estas exposições 

podem resultar pela formação de compostos N-nitrosos em alimentos, durante 

a armazenagem ou a preparação ou no in vivo, geralmente na porção 

estomacal. Esta formação endógena consiste numa importante fonte destes 

compostos e tem sido alvo de vários estudos.3 Pesquisas observacionais com 

as exposições de nitrosamina são altamente complexas, devido a ocorrência 

simultânea de diversos fatores.6 

De outra forma, a exposição humana da nitrosamina ocorrente através 

da consequência de alguns hábitos, tais como fumar e mascar tabaco. Sua 

produção no fumo ocorre pela reação da nicotina e outros compostos com 

nitrito no tabaco.13 

Todavia, alguns estudos epidemiológicos têm indicado relação entre a 

ingestão de nitrosaminas e o risco de desenvolver diferentes tipos de câncer. 

Contudo, sabe-se que a maior exposição acontece através da alimentação e 

que o processamento e preparo dos alimentos influenciam na quantidade de 

nitrosaminas formadas.3 

As nitrosaminas têm sido associadas ao desenvolvimento de câncer, 

especialmente, de tumores localizados no trato respiratório, no sistema 

digestivo, na bexiga, no cérebro e principalmente na cavidade oral de 

fumantes.6 
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Câncer Oral 

 

O câncer oral é um importante problema de saúde pública em países 

desenvolvidos e em desenvolvimento, destacando-se pela crescente 

ocorrência, sendo este, o sexto tipo de câncer mais incidente no mundo. 

Apresenta a maior taxa de mortalidade no segmento cabeça e pescoço. É 

responsável por mais de seis milhões de óbitos a cada ano, representando 

cerca de 12% de todas as causas de morte no mundo.7,8,9,10,11,12  

Embora apresentem menor incidência, outros tipos de tumores que 

podem ocorrer na cavidade oral poderão ser citados, segundo INCA (2011), 

tais como os tumores salivares (das glândulas salivares menores e da 

sublingual), os sarcomas (os de origem vascular, os musculares e os ósseos) e 

o melanoma de mucosa. 

Os sítios anatômicos que abrangem a cavidade bucal são definidos com 

alguns termos como câncer oral, câncer de boca e câncer bucal. Alguns 

trabalhos se referem à cavidade bucal excluindo lábios e glândulas salivares. 

Assim, vários tipos de interações entre as localizações anatômicas são 

abordados em estudos específicos, principalmente nos estudos 

epidemiológicos.15,8,16,17  

O carcinoma oral é tipicamente associado aos homens com idade 

superior a 60 anos, com hábitos regulares de tabagismo e etilismo. 

Recentemente pesquisas têm mostrado um aumento de câncer oral em 

pacientes com menos de 40 anos e em mulheres que não apresentam 

possíveis fatores de risco. Além disso, na última década, a disparidade de 

casos de câncer oral no gênero masculino tem diminuído em relação ao gênero 
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feminino e tem havido um notável aumento de incidência em mulheres com 

menos de 45 anos.13,14  

Dos tipos cânceres que ocorrem na boca, o tipo histológico mais 

frequente, referem-se ao carcinoma epidermóide com 90% a 95% dos casos, 

também chamado de espinocelular ou de células escamosas que decorre da 

proliferação desordenada do epitélio de revestimento bucal, sendo classificado 

como bem diferenciado, moderadamente diferenciado e pouco 

diferenciado.18,8,14,17,12  

Apesar do carcinoma de células escamosas oral ser uma doença 

multifatorial, sua relação de consumo crônico de álcool e tabaco com o câncer 

bucal encontra-se estabelecida, porém, a patogênese dessa malignidade não 

está totalmente instituída, pois nem todas as pessoas que consomem bebidas 

alcoólicas desenvolvem o câncer bucal e nem todos que desenvolvem esta 

doença consomem o álcool.20,19,21,13,22,23 

O etilismo e tabagismo, apesar de serem fatores independentes, possuem 

ação simultânea, e potencializam o risco do câncer o que torna difícil avaliar o 

efeito do álcool e tabaco isoladamente.20,19,21,22,23 Além disso, vários autores 

citam esse sinergismo do álcool e tabaco como mecanismos que se referem ao 

aumento da permeabilidade da mucosa oral, devido à ação do álcool, que 

facilitaria a passagem de carcinógenos derivados do tabaco para o interior das 

células atuando no DNA.21 

Contudo, álcool e tabaco não dizem respeito a todos os casos de câncer 

oral. O que vem despertando novas possibilidades de etiologias para o câncer 

vem sendo estudadas nos últimos anos, e tem havido uma crescente 

associação de evidências que sugerem a possível relação de micro-organismo 
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na cavidade bucal e o seu papel no câncer.13 Existem evidências consideráveis 

que sugerem que há uma variedade de espécies de leveduras capazes de 

incentivar o início, promoção ou progressão de neoplasias humanas.21  

 

 

Infecções fúngicas por Candida associadas ao câncer oral 

 

A presença de fungos em tumores é estudada desde os anos 50, quando 

através de técnicas citológicas observou-se a presença de esporos de fungos e 

outras estruturas em vários tipos de neoplasias.25,26,27 

A possível associação entre Candida e neoplasia oral foi primeiramente 

descrita em 1960 e estudos posteriores apresentaram a relação de carcinoma 

oral com a presença de outros fungos.27,28  

 As espécies de Candida fazem parte da microbiota e são geralmente 

consideradas como agentes comensais. No entanto são capazes de causar 

uma série de infecções oportunistas, que se refere como candidoses, as quais 

são especialmente importantes em pacientes imunocomprometidos, sobretudo 

com câncer.29,30 

O supercrescimento de Candida também foi relatado em indivíduos 

tabagistas. Este fato pode ser devido à indução de aumento da queratinização 

do epitélio, a redução de IgA salivar e diminuição da função de leucócitos 

polimorfonucleares.31 

A candidíase hiperplásica crônica é uma forma de candidose 

caracterizada pela invasão de hifas do epitélio bucal, e estima-se desenvolver 



109 

 

neoplasia em até 10 % dos casos. A maioria dos pacientes com o transtorno 

crônico oral tem candidose desde a primeira infância.37  

Um caso raro de candidíase hiperplásica crônica do tipo nodular que 

simulava carcinoma recorrente de língua foi descrito por Shibata32 et al., 

(2011). Segundo a descrição do caso, o paciente foi submetido a tratamento 

cirúrgico de hemiglossectomia e esvaziamento radical associado a 

quimioterapia, tendo sido considerado curado. Ainda neste relato, os autores 

referem que após 15 anos surgiu uma lesão nodular de dois centímetros, 

sugestiva de carcinoma recorrente, a qual após a realização de uma biópsia foi 

diagnosticada uma micose. 

Por outro lado, estudos demostram que a associação entre os 

microrganismos e o câncer oral pode apresentar uma relação pela inflamação 

que é uma característica fundamental em muitas doenças crônicas, com 

destaque para câncer bucal, como no estudo de Meurman33 (2010), o qual 

aponta pesquisas com malignidades gastrointestinais que demonstraram 

grande quantidade de citocinas e fatores de crescimento liberados pelas 

células durante a inflamação, que poderiam influenciar na indução do câncer. 

Devido à alta incidência e associação de fungos em neoplasias de 

cavidade oral, alguns trabalhos expõem a necessidade de estudos 

relacionados ao diagnóstico de fungos presentes neste sítio acometido pelo 

câncer e a ação promotora de neoplasias destes micro-organismos.34,35  

No entanto, Mccullough28 et al. (2002) reforçam o papel das leveduras 

no desenvolvimento das neoplasias com analises de 223 biópsias de lesões 

orais variadas os quais  44,6% dos casos foram diagnóisticados de displasias 

com presença de leveduras.   
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Estudos como o de Spolidorio36 e colaboradores, (2003) avaliaram que 

várias espécies de Candida podem causar lesões bucais secundariamente a 

líquen plano, leucoplasia e principalmente carcinoma. Segundo estes autores, 

a presença de Candida em carcinomas é interpretada como colonização 

secundária da mucosa previamente alterada. Alterações epiteliais da fase oral 

mucosa, tais como trauma, maceração, atrofia, hiperplasia e displasia, podem 

comprometer a barreira mucosa e predispor a infecção por Candida. Essa 

invasão tem sido sugerida como um fator de risco significativo na 

transformação maligna de leucoplasia oral.  

Em histopatológico com ácido peróxido de Schiff, Wu37 et al., (2013) 

puderam visualizar hifas de Candida invadindo a superfície do epitélio 

perpendicularmente, além de estabelecer associação com as coleções de 

leucócitos polimorfonucleares na formação de microabscessos, quando 

avaliaram 396 pacientes com leucoplasia oral,  e destes 59 pacientes 

apresentaram a leucoplasia por Candida. 

Estudos com 832 biópsias mostraram a frequência de infecção por 

Candida em lesões malignas bucais, de diversos graus de displasias. Os dados 

permitiram confirmar a prevalência dessa levedura, sendo constatado ao 

histopatológico leucoplasias com hiperqueratose, justificando assim a 

constante presença de Candida aumenta a severidade das displasias.36  

Diversos autores afirmam que existe uma forte associação entre a 

infecção por Candida e a hiperplasia inflamatória. Essa associação algumas 

vezes pode ser considerada a etiologia da lesão; todavia a infecção por 

Candida não só causa hiperplasia epitelial, mas também pode induzir atipia 

epitelial conduzindo à alteração maligna diante de sua capacidade de 
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nitrosação endógena para formar 

nitrosaminas a partir dos seus precursores.38,39,31 

 

 

Produção de nitrosamina por Candida 

 

O papel exato de Candida na transformação maligna ainda é incerto. 

Porém, algumas espécies de Candida apresentam maior potencial de 

nitrosação endogena formando compostos de nitrosaminas, podendo 

diretamente ou junto a outras substâncias cancerígenas, atuar na proto-

oncogene específica e iniciar o desenvolvimento de lesão maligna.13,40,31  

Vários autores confirmam a escassez de pesquisas sobre o papel dos 

fungos em tumores malignos. Contudo, a participação destes micro-organismos 

em mecanismos que expliquem a associação de Candida com o câncer é 

comprovada cientificamente por poucos autores, quando sugerem que a 

capacidade catalítica desta levedura na produção endógena de nitrosaminas, 

pode explica desta forma a promoção da malignidade.41,34,42,43 

Krogh e Holmstrup41 (1987) publicaram um estudo com o isolamento de 

21 leveduras presentes em lesões pré-cancerosas e verificaram a capacidade 

dessas culturas na produção de nitrosamina, onde tal produção foi elevada em 

cinco culturas de Candida albicans e com valores mais baixos nas espécies de 

C. tropicalis, C. parapsilosis e Torulopsis glabrata. Os autores confirmaram o 

papel causal de Candida como promotora de malignidade quando verificaram 

que as maiores produtoras de nitrosamina foram isoladas de lesões pré-

cancerosas mais avançadas. 
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De acordo com Krogh (1990) as leveduras são mencionadas como 

organismos nitrosantes, capazes de promover a neoplasia oral. Assim como, 

várias bactérias e espécies de Candida na boca convertem o etanol em 

acetaldeído cancerígeno, explicando assim a relação entre o consumo 

excessivo de álcool, tabagismo e a contribuição dos micro-organismos no 

desenvolvimento de câncer.33 

Enquanto O’Grady e Read34, (1992) avaliaram a capacidade de C. 

albicans como promotora do desenvolvimento de carcinoma escamocelular da 

cavidade oral, através de um modelo experimental. Utilizando várias 

combinações da solução cancerígena 4QNO (4-nitroquinoline-1-oxide) foi 

possível observar a prevalência da indução do carcinoma oral quando 

combinaram 4QNO com C. albicans.  

Neste sentido, Mccullough28 e colaboradores descreveram em 2002 a 

observação feita por outros autores, quanto à atividade cancerígena de 

extratos obtidos a partir de C. parapsilosis, Microsporum sp., Trichophyton sp., 

Epidermophyton sp. e Scopulariopsis sp. 

De acordo com Johnson10 (2001) permanece incerto a relação de 

Candida com lesões orais potencialmente malignas, sendo espécies deste 

gênero agentes secundário ou causador da lesão do câncer. No entanto, é 

sabido que existe um mecanismo que estes organismos possuem as enzimas 

necessárias promover a nitrosação de dieta substrates. 

Spolidorio36 at al., (2003) avaliaram que várias espécies de Candida 

podem causar lesões bucais secundariamente a líquen plano, leucoplasia e 

principalmente carcinoma. Segundo estes autores, a presença de Candida em 

carcinomas é interpretada como colonização secundária da mucosa 
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previamente alterada. Alterações epiteliais da fase oral mucosa, tais como 

trauma, maceração, atrofia, hiperplasia e displasia, podem comprometer a 

barreira mucosa e predispor a infecção por Candida. Essa invasão tem sido 

sugerida como um fator de risco significativo na transformação maligna de 

leucoplasia oral. Em histopatológico com ácido peróxido de Schiff, Wu37 et al. 

(2013) puderam visualizar hifas de Candida invadindo a superfície do epitélio 

perpendicularmente, além de estabelecer associação com as coleções de 

leucócitos polimorfonucleares na formação de micro-abscessos. 

Estudo como o de Meurmam33 (2010), aventa a coparticipação de 

microrganismos na carcinogênese, e citam a carga polimicrobiana causada por 

biofilmes na cavidade oral, que podem também possuir interações mutagênicas 

com a saliva, agindo como cofatores na carcinogênese. 

Na pesquisa de Saigal40 et al., (2011) foi estudada a associação de 

Candida com várias lesões potencialmente malignas e malignas avaliado como 

um agente causador de neoplasias.  Os autores afirmam que a presença de 

espécies de Candida possam está envolvidos na carcinogênese, produzindo 

compostos de nitrosaminas atuando diretamente sobre a mucosa oral ou 

interagindo com outros carcinógenos químicos para ativar proto-oncogenes 

específicos e assim iniciar neoplasia orais 

Sanjaya31 e colaboradores (2011) mencionam que provas indicam o papel 

para as espécies de Candida na carcinogênese oral, baseado no fato de que 

certas espécies têm maior potencial de nitrosação elaborando assim 

compostos de nitrosaminas que desempenham um papel na iniciação da 

carcinogénese.  
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Sanjaya31 et al., (2011), apresentaram um estudo baseado na hipotese 

da atuação de Candida spp. na promoção de lesões pre-malignas e malignas 

da cavidade oral. Os autores versaram acerca da capacidade de C. albicans na 

nitrosação para formar nitrosaminas a partir dos seus precursores. Estas 

nitrosaminas agem no epitélio normal, levando ao desenvolvimento de displasia 

e de carcinoma oral, sugerindo, o papel promotor de espécies de Candida. 

Contudo, os autores esclarecem que a ação carcinogênica ocorre concomitante 

a outros fatores tais como violação da integridade epitelial e uso de tabaco, e 

concluem que a capacidade de produzir neoplasia diretamente, sem a ação de 

outros fatores de risco ainda não está esclarecida. 

Delsing43 e colaboradores (2012) em um de seus casos publicados 

relataram um paciente idoso com candídiase esofágica recorrente por 12 anos, 

após diversos tratamentos com antifúngicos sem sucesso. Neste caso, após o 

surgimento de linfonodos cervicais, foi diagnosticado carcinoma de células 

escamosas associado à infecção por levedura do gênero Candida. Estes 

autores afirmam que a infecção em longo prazo do epitélio esofágico por 

levedura e subsequente prolongada exposição à nitrosaminas, podem explicar 

o desenvolvimento do carcinoma, uma vez que o paciente não apresentava 

fatores de risco evidentes ao câncer como tabagismo, alcoolismo e 

predisposição genética.43  

Diversos autores afirmam que existe uma forte associação entre a 

infecção por Candida e a hiperplasia inflamatória. Essa associação algumas 

vezes pode ser considerada a etiologia da lesão; todavia a infecção por 

Candida não só causa hiperplasia epitelial, mas também pode induzir atipia 

epitelial conduzindo à alteração maligna.38,39 
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CONCLUSÃO 

 

Estudos que relacionam a presença de Candida em lesões pré-malignas 

como leucoplasias, displasias severas e hiperplasias sugerem capacidade 

carcinogênica destas leveduras. Mesmo com as limitadas pesquisas existentes 

a cerca da atuação de Candida no câncer oral, a literatura sugere que essa 

associação é uma importante condição que leva ao potencial maligno desses 

fungos, mesmo não sendo ainda tão definida.  

Condições de má higienização oral, e o descaso no controle das 

infecções por Candida aumentam riscos de desenvolvimento maligno quer seja 

como co-adjuvante aos diversos fatores predisponentes ao câncer bucal, ou 

até mesmo, a duvidosa atuação protagonista destas leveduras. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

• O sexo masculino apresenta maior predominância em pacientes com 

lesões malignas bucais. 

• Dentre as diversas localizações anatômicas que desenvolvem os 

tumores de boca a língua, assoalho de bucal predominam no presente 

estudo. 

• O tipo tumoral mais frequente nas lesões malignas bucais é o carcinoma 

epidermóide. 

• Carcinoma escamocelular, carcinoma indiferenciado, carcinoma 

adenoide e fibrohistocitoma malignos estão associados a infecções por 

espécies de Candida. 

• O diagnóstico micológico é importante em pacientes com câncer oral, 

devido à ocorrência de infecções associadas, contribuindo para a má 

qualidade de vida desses pacientes.  

• Micoses na cavidade oral podem apresentam característica clínica que 

simula o câncer.  

• Espécies de Candida como C. albicans, C. famata, C. tropicalis, C. 

lusitani e C. parapsilosis causam infecções associadas a tumores 

malignos bucais. 

• Espécies de Candida isoladas em tumores bucais apresentam perfis 

diversos quanto à capacidade patogênica de aderirem-se as células 

epiteliais, produzir protease e formar tubo germinativo. 

•  A maioria das leveduras isoladas de lesões malignas bucais possui forte 

capacidade de aderir às células epiteliais orais. 

• A capacidade de produzir de proteases observada em leveduras 

isoladas de tumores malignos bucais, sugere um considerável fator de 

virulência. 
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• Espécies de Candida apresentam uma possível relação com o câncer 

oral, pela capacidade de produzir nitrosaminas e colaborando na 

promoção do câncer. 

• Espécies de Candida isoladas de tumores bucais são sensíveis aos 

antifúngicos anfotericina B e nistatina. 

• Isolados de C. albicans obtidos de tumor na cavidade oral podem 

apresentar resistência ao fluconazol. 

• O Fluconazol pode ser uma alternativa de tratamento eficaz nos casos 

de infecções por espécies de Candida não-albicans que infectam a 

cavidade oral. 

• A proteína semi-purificada de Indigofera suffruticosa apresenta atividade 

antifúngica mais eficaz em relação ao extrato bruto do referido vegetal. 
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à editoria de QN junto com a versão final do manuscrito.  

As referências deverão ser numeradas consecutivamente no texto, na forma de 
expoentes, após a pontuação (se houver). A lista de referências deverá ser 
colocada no final do texto. As legendas das figuras, gráficos e esquemas 
deverão ser colocadas em uma única folha à parte, separadas das figuras. A 
seguir, deverão ser colocadas as figuras, os gráficos, os esquemas, as tabelas 
e os quadros. Colocar os títulos acima de cada tabela. No texto, deverá ser 
indicada apenas a inserção de cada um(a).  

 

Referências  

Revistas:  

Será utilizada a abreviatura da revista como definida no Chemical Abstracts 
Service Source Index (ver http://www.cas.org/sent.html). Caso a abreviatura 
autorizada de uma determinada revista não puder ser localizada e não for óbvio 
como o título deve ser abreviado, deve-se citar o título completo.  

1. Varma, R. S.; Singh, A. P.; J. Indian Chem. Soc. 1990, 67, 518.  

2. No caso especial da revista citada não ser de fácil acesso, é recomendado 
citar o seu número de Chemical Abstract, como segue:  

Provstyanoi, M. V.; Logachev, E. V.; Kochergin, P. M.; Beilis, Y. I.; Izv. Vyssh. 
Uchebn. Zadev.; Khim. Khim. Tekhnol. 1976, 19, 708. (CA 85:78051s).  

3. Caso o trabalho tenha doi, mas não a referência completa, citar doi da 
seguinte maneira:  

Vidotti, M.; Silva, M. R.; Salvador, R. P.; de Torresi, S. I. C.; Dall'Antonia, L. H.; 
Electrochimica Acta (2007), doi:10.1016/j.electacta.2007.11.029.  

É recomendado o uso de referências compostas na medida do possível, em 
lugar de uma lista de referências individuais. O estilo das referências compostas 
é o seguinte:  

4. Varela, H.; Torresi, R. M.; J. Electrochem. Soc. 2000, 147, 665; Lemos, T. L. 
G.; Andrade, C. H. S.; Guimarães, A. M.; Wolter-Filho, W.; Braz-Filho, R.; J. 
Braz. Chem. Soc. 1996, 7, 123; Ângelo, A. C. D.; de Souza, A.; Morgon, N. H.; 
Sambrano, J. R.; Quim. Nova 2001, 24, 473.  

Patentes:  

Devem ser identificadas da seguinte forma (na medida do possível o número do 

http://www.cas.org/sent.html
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Chemical Abstracts deve ser informado entre parênteses).  

5. Hashiba, I.; Ando, Y.; Kawakami, I.; Sakota, R.; Nagano, K.; Mori, T.; Jpn. 
Kokai Tokkyo Koho 79 73,771 1979. (CA 91:P193174v)  

6. Kadin, S.B.; US pat. 4,730,004 1988. (CA 110:P23729y)  

7. Eberlin, M. N.; Mendes, M. A.; Sparrapan, R.; Kotiaho, T. Br PI 9.604.468-3, 
1999.  

Livros:  

com editor(es):  

8. Regitz, M. Em Multiple Bonds and Low Coordination in Phosphorus 
Chemistry; Regitz, M.; Scherer, O. J., eds.; Georg Thieme Verlag: Stuttgart, 
1990, cap. 2.  

sem editor(es):  

9. Cotton, F.A.: Wilkinson, G.; Advanced Inorganic Chemistry, 5th ed., Wiley: 
New York, 1988.  

Programas de computação (Softwares):  

10. Sheldrick, G. M.; SHELXL-93; Program for Crystal Structure Refinement; 
Universidade de Göttingen, Alemanha, 1993.  

Teses:  

11. Velandia, J. R.; Tese de Doutorado, Universidade Federal Rural do Rio de 
Janeiro, Brasil, 1997.  

Material apresentado em Congressos:  

12. Ferreira, A. B; Brito, S. L.; Resumos da 20a Reunião Anual da Sociedade 
Brasileira de Química, Poços de Caldas, Brasil, 1998.  

Páginas Internet:  

http://www.sbq.org.br/jbcs, acessada em Junho 2001.  

Material não publicado:  

Para material aceito para publicação: Magalhães, U. H.; J. Braz. Chem. Soc., no 
prelo. Para material submetido mas ainda não aceito: Magalhães, U. H.; J. Braz. 
Chem. Soc., submetido. Para trabalho não publicado ou comunicação pessoal: 
Magalhães, U. H.; trabalho não publicado ou Magalhães, U. H., comunicação 
pessoal. Os resultados não publicados só poderão ser citados com a permissão 
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explícita das pessoas envolvidas na sua obtenção.  

Os autores devem procurar seguir, naquilo que for possível, as normas 
recomendadas pela IUPAC, inclusive o Sistema Internacional de Unidades. 
Sobre a nomenclatura de compostos (orgânicos e inorgânicos) já há traduções 
para a língua portuguesa publicadas em QN. Quanto aos Símbolos e 
Terminologias, onde não há tradução, espera-se que adaptação seja feita pelos 
autores, criando então, paulatinamente, um conjunto de normas em português.  

 Submissão Dos Artigos  

 

A QN oferece aos autores a submissão on line, que pode ser acessada através 
do registro de Login e Senha. É possível registrar-se em nossa home page 
(http://quimicanova.sbq.org.br) usando a opção Novo Usuário.Usuários da 
plataforma do JBCS, já estão cadastrados na base (pois ela é comum às duas 
revistas), devendo utilizar o mesmo Login e Senha. Após estar cadastrado no 
sistema, o autor pode facilmente seguir as instruções fornecidas na tela. Será 
solicitada a submissão de um único arquivo do manuscrito completo, em 
formato .pdf. Está disponível uma ferramenta para gerar o arquivo .pdf, a partir 
de arquivo .doc ou .rtf, com envio automático para o e-mail do autor. Tão logo 
seja completada a submissão, o sistema informará automaticamente, por e-mail, 
o código temporário de referência do manuscrito, até que este seja verificado 
pela editoria. Então será enviado e-mail com o número de referência do 
trabalho.  

Se não for recebido o e-mail com código de submissão temporária, por algum 
motivo, a submissão não foi completada e o autor terá prazo máximo de 5 
(cinco) dias para completá-la. Depois desse prazo, o sistema não permite o 
envio, devendo ser feita nova submissão.  

O autor poderá acompanhar, diretamente através do sistema, a situação de seu 
manuscrito.  

Ao fazer a submissão, solicita-se uma carta de apresentação, que deverá ser 
digitada no local indicado, sendo obrigatória a apresentação dos e-mails de 
todos os autores. Além disso, devem ser enviados também os nomes, 
instituições a que pertencem e e-mails de três ou quatro possíveis assessores, 
que não podem pertencer à(s) mesma(s) instituição(ões) dos autores.  

Material Suplementar - Esta modalidade foi criada para que na versão 
impressa da revista apareça o número estritamente necessário de figuras e 
tabelas (6 a 7 figuras simples). Ressalta-se que, como este material ficará 
disponível apenas na versão on line, figuras, tabelas e ilustrações coloridas 
apresentadas na forma de material suplementar não terão custo repassado aos 
autores, nem limite de páginas. Porém, devem ter boa qualidade gráfica.  

O material suplementar deverá ser colocado no final do trabalho, com indicação 
clara. Deverá ser submetido um único documento .pdf, incluindo o material 
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suplementar.  

Os Editores poderão solicitar aos autores, em qualquer fase da tramitação, a 
separação de Material Suplementar.  

 Manuscritos revisados  

 

Manuscritos enviados aos autores para revisão deverão retornar à Editoria 
dentro de prazo máximo de três meses ou serão considerados retirados, sendo 
que o sistema encerra o processo, não permitindo que seja reaberto. Vencido o 
prazo, deverá ser feita nova submissão, dando início a um novo processo.  

A submissão do manuscrito revisado deverá ser feita pelo mesmo autor, usando 
o Login e a Senha registrados anteriormente. O autor deve seguir as instruções 
fornecidas na tela, para envio do documento .pdf completo da versão revisada e 
das respostas aos assessores, detalhando as alterações feitas na nova versão 
e justificando as alterações sugeridas nos pareceres e que não foram aceitas 
pelos autores. Esses dois arquivos devem ser enviados através da seção Envio 
de Nova Versão, na Página do Autor, no sistema de submissão on line de QN.  

Tão logo seja completada a submissão o sistema informará automaticamente, 
por e-mail, o código temporário de referência do manuscrito, até que ele seja 
verificado pela editoria. Então será enviado e-mail contendo o número de 
referência do trabalho.  

Se não receber o e-mail com código de submissão temporária, por algum 
motivo, a submissão não foi completada e o autor terá prazo máximo de 5 
(cinco) dias para completá-la. Depois desse prazo, o sistema não permite o 
envio, devendo ser feita nova submissão.  

O autor poderá acompanhar, diretamente através do sistema, o status de seu 
manuscrito.  

VERSÃO FINAL - Quando for solicitada a versão final, o autor receberá 
instruções específicas quanto a programas para envio de arquivos (texto, 
figuras, tabelas, etc) . Arquivos em formato .pdf não são mais solicitados nessa 
fase.  

Se as Figuras forem escaneadas, deverão ser em alta resolução (800 
dpi/bitmap para traços) com extensão tif ou jpg, desde que nas dimensões 
especificadas pelos Editores. As fotos ou desenhos com cor (300 dpi/grayscale) 
deverão ser enviadas com extensão tif/jpg, com largura máxima total de 8,5 cm 
para não haver problemas ao aplicá-las no padrão da Revista. Outras extensões 
possíveis: cdr, eps, cdx ou opj. No caso particular de esquemas contendo 
estruturas químicas, estas deverão ter sempre a mesma dimensão, para que 
possam ser reduzidas uniformemente.  

A Editoria de QN reserva-se o direito de efetuar, quando necessário, pequenas 
alterações nos manuscritos, de modo a adequá-los às normas da revista ou 
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tornar seu estilo mais claro, respeitando, naturalmente, o conteúdo do trabalho. 
Qualquer que seja a natureza do manuscrito submetido, ele deve ser original 
em nível de metodologia, informação, interpretação ou crítica. A qualificação do 
trabalho será atestada por dois consultores, indicados pela Editoria.  

 Copyright ©2009 Sociedade Brasileira de Química  

 

Para publicação, requer-se que os manuscritos submetidos a esta revista não 
tenham sido publicados anteriormente e não sejam submetidos ou publicados 
simultaneamente em outro periódico. Ao submeter o manuscrito, os autores 
concordam que o copyright de seu artigo seja transferido à Sociedade Brasileira 
de Química (SBQ), se e quando o artigo for aceito para publicação. O copyright 
abrange direitos exclusivos de reprodução e distribuição dos artigos, inclusive 
separatas, reproduções fotográficas, microfilmes ou quaisquer outras 
reproduções de natureza similar, inclusive traduções. Nenhuma parte desta 
publicação pode ser reproduzida, armazenada em bancos de dados ou 
transmitida sob qualquer forma ou meio, seja eletrônico, eletrostático, mecânico, 
por fotocópia, gravação, mídia magnética ou algum outro modo, sem permissão 
por escrito da detentora do copyright. Embora todo esforço seja feito pela SBQ, 
Editores e Conselho Editorial para garantir que nenhum dado, opinião ou 
afirmativa errada ou enganosa apareçam nesta revista, deixa-se claro que o 
conteúdo dos artigos e propagandas aqui publicados são de responsabilidade, 
única e exclusiva, dos respectivos autores e anunciantes envolvidos. 
Conseqüentemente, a SBQ, o Conselho Editorial, os Editores e respectivos 
funcionários, diretores e agentes isentam-se, totalmente, de qualquer 
responsabilidade pelas conseqüências de quaisquer tais dados, opiniões ou 
afirmativas erradas ou enganosas.  
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