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CAMACHO, Daiane Pereira. Aderéncia in vitro de isolados bucais de Candida albicans em
diferentes materiais dentéarios. 2014. 149f. Tese (Doutorado em Microbiologia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2014.

RESUMO

Atualmente, diferentes técnicas e materiais tém sido empregados para reabilitacdo bucal por
meio de proteses dentarias ou implantes. A aderéncia inicial e a colonizacdo por micro-
organismos as superficies rigidas como implante € um pré-requisito para a formacdo do
biofilme que pode ocasionar infeccdes bucais. O papel da levedura Candida albicans na
patogénese de lesdo peri-implantar estd associado a sua caracteristica de micro-organismo
oportunista. Sua transicdo de comensal para agente infeccioso depende tanto de fatores de
viruléncia da levedura como da susceptibilidade do hospedeiro. Entretanto, 0s processos
bioldgicos que podem levar a falha dos implantes apds a confecgdo das préteses ainda sdo
pouco compreendidos. Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a
aderéncia in vitro de isolados bucais de Candida albicans em diferentes materiais dentarios,
diferenciacéo celular ao nivel ultraestrutural, determinar a producéo de biofilme e o padrdo de
expressao de genes ALS. Foram utilizados seis isolados clinicos e uma cepa padrdo Candida
albicans para a avaliacdo do perfil de aderéncia e a diferenciacdo celular dos isolados sobre a
superficie de diferentes materiais dentarios, producdo de biofilme, bem como o padrdo de
expressao de genes da familia ALS. Os isolados avaliados apresentam eficiéncia quanto a
formagéo de biofilme. Todos os isolados apresentaram elevado potencial de aderéncia aos
materiais confeccionados em resina composta microhibridra com nanoparticulas e liga
metalica de Niquel-Cromo, enquanto que 0s menores valores de aderéncia foram observados
nos materiais em porcelana feldspatica e resinas acrilicas. Observou-se uma diversidade no
padrdo de aderéncia e diferenciacdo celular, entre os isolados, de forma isolado-dependente.
Os isolados foram classificados conforme o perfil de adesdo as superficies dos materiais,
seguindo quatro variacGes sendo estas: aderéncia difusa, localizada, agregativa e pseudo-hifal.
As maiores taxas de aderéncia dos isolados bucais de Candida albicans foram relacionadas
principalmente as superficies hidrofobicas. Foi observado um padrdo complexo de expressao
de genes da familia ALS por isolados em modelo de aderéncia in vitro em diferentes materiais
dentarios. Considerando os isolados individualmente, os transcritos mais frequentes em
células aderidas aos diferentes materiais avaliados foram dos genes ALS1, ALS2. A inducdo de
determinados genes ALS, no nosso caso ALS1 e ALS4, em funcdo do material no qual o
isolado estava aderido foi isolado-dependente; ja a repressdo de genes ALS7 e ALS9 parece ser
dependente do material dentario, uma vez que em determinados tipos de materiais nenhum
dos seis isolados analisados produziram transcritos relacionados as adesinas Als7 e Als9. Os
resultados obtidos no presente estudo confirmam o potencial de aderéncia e consequente
formacéo de biofilme por Candida albicans de origem bucal. Entretanto a variacdo no padréo
de expressdo dos genes ALS nos diferentes materiais testados ocorreu de forma isolado-
dependente. Desta forma, nossos dados podem contribuir para o entendimento do processo da
peri-implantite, corroborando com seu carater multifatorial, sugerindo que este processo é
dependente do material dentério utilizado nos implantes, bem como da capacidade do micro-
organismo em desenvolver a infeccdo, via expressdo diferenciada de genes associados a
patogénese.

Palavras-chave: Candida albicans. Viruléncia. Candidiase oral. Protese sobre implantes.



CAMACHO, Daiane Pereira. In vitro adherence of oral isolates of Candida albicans in
different dental materials. 2014. 149p. Thesis (Doctorate Microbiology) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina. 2014.

ABSTRACT

Currently, different techniques and materials have been used for oral rehabilitation by means
of dental prostheses or implants. The initial adhesion and colonization by microorganisms to
surfaces as rigid implant is a prerequisite for the formation of biofilms that can cause oral
infections. The role of the yeast Candida albicans in the pathogenesis of peri-implant lesions
is associated with its characteristic of opportunistic microorganism. His transition from dinner
to infectious agent depends on both the yeast virulence factors such as host susceptibility.
However, the biological processes that can lead to failure of the implants after the making of
dentures are still poorly understood. In this context, the present study aims to evaluate the in
vitro adherence of oral isolates of Candida albicans in different dental materials, cell
differentiation at the ultrastructural level, determine the biofilm production and the pattern of
expression of ALS genes. Six clinical isolates and strains Candida albicans a standard for
evaluating the profile of adhesion and cellular differentiation on the surface of isolates of
different dental materials, biofilm production were used as well as the pattern of expression of
the ALS gene family. The isolates exhibit efficiency for the formation of biofilm. All isolates
showed high potential for adhesion to materials made of composite resin microhibridra with
nanoparticles and metal alloy Nickel-Chrome, while the lowest values were observed in grip
materials feldspathic porcelain and acrylic resins. There was a diversity in the pattern of cell
adhesion and differentiation among the isolates of isolated dependent manner. The isolates
were classified according to the profile of adhesion to the surfaces of materials, and these
following four variations: diffuse adherence, localized, aggregative and pseudohyphal. The
highest rates of adherence of oral isolates of Candida albicans were primarily related to
hydrophobic surfaces. A complex pattern of expression of the ALS gene isolated from a
family of adhesion in vitro model for different dental materials was observed. Considering the
isolated individual, the most frequent transcripts in cells adhered to different materials
evaluated were of ALS1, ALS2 genes. The induction of certain genes ALS, ALS1 and ALS4 in
our case, depending on the material which was isolated was isolated-dependent adhered; since
the repression of genes ALS7 and ALS9 appears to be dependent on the dental material, since
in certain types of materials none of the six strains tested produced transcripts related to Als7
and Als9 adhesins. The results of this study confirm the potential of adhesion and subsequent
biofilm formation by Candida albicans oral origin. However, the variation in the expression
pattern of different genes in ALS was tested materials insulators dependent manner. This were,
our data may contribute to the understanding of the peri-implant process, corroborating its
multifactorial character, suggesting that this process is dependent on the material used in
dental implants as well as the ability of the microorganism to develop the infection, via
differential expression of genes associated with pathogenesis.

Keywords: Candida albicans. Virulence. Oral candidiasis. Implant prosthesis.
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1 INTRODUCAO

Desde o inicio do Seéculo XX, varios autores propuseram diferentes técnicas e
materiais para reabilitacdo bucal por meio de implantes dentarios. Entretanto, foi em 1952
quando o fisiologista Per-Ingvar Branemark descobriu casualmente a intimidade entre a
superficie do titanio e os tecidos 0sseos como processo de osseointegracdo, o que representa o
primeiro passo da implantodontia moderna. Apds os achados de Branemark, muito se tem
pesquisado, devido ao desenvolvimento de diversos sistemas de implantes osseointegrados e a

sua comercializa¢do cada vez maior.

Em 1979, Schnitman & Shulman fizeram as primeiras recomendacgdes quanto aos
critérios de avaliacdo dos implantes. Esses critérios sofreram modificacdes e, assim, foram
estabelecidos os conceitos de sucesso e sobrevivéncia dos implantes. E importante salientar
que o termo sobrevivéncia significa a permanéncia do implante instalado, enquanto que o
conceito de sucesso considera a qualidade da funcéo e a relagdo com o tecido 0sseo de suporte
sendo de grande valor para a avaliacdo dos implantes osseointegrados. Existem varios fatores
de risco relacionados ao sucesso dos implantes osseointegraveis, entre eles, doencas
sistémicas, uso de medicacdo diaria, abuso no consumo de substancias nocivas a salde,
complicagdes nos tratamentos e técnicas cirargicas inadequadas. Entretanto, a manutencao da
osseointegracdo depende, entre outros fatores, da preservacdo da saude dos tecidos marginais,
que pode ser afetada pela presenca de biofilme microbiano aderido. O conceito de sucesso
seria, portanto, uma definicdo mais ampla e de maior valor para a avaliagdo dos implantes

osseointegrados (SMITH; ZARB, 1989; ALBREKTSSON; ZARB, 1993).

Muitos autores tém demonstrado que tanto a qualidade quanto a quantidade do
biofilme aderido sdo importantes no sucesso, em longo prazo, dos implantes dentarios. A

aderéncia inicial e a coloniza¢do por micro-organismos as superficies rigidas como material
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restaurador ou implante € um pré-requisito para a formagdo do biofilme, que pode,

eventualmente, ocasionar infecgdes bucais como mucosite peri-implantar ou peri-implantite.

O papel da levedura Candida albicans na patogénese de lesdo peri-implantar esta
associado a sua caracteristica de micro-organismo oportunista. Sua transicdo de comensal
para agente infeccioso depende tanto de fatores de viruléncia da levedura como da
susceptibilidade do hospedeiro. Estudos recentes revelam que os implantes dentarios podem
ser considerados reservatorios potenciais desta espécie na cavidade bucal, que por sua vez
leva a candidiase oral. C. albicans é a espécie predominante tanto na colonizagdo quanto nos

processos infecciosos bucais ou sistémicos.

Um dos atributos de C. albicans diretamente relacionado com patogenicidade
compreende a capacidade de aderéncia tanto em superficies bioticas quanto abioticas. A
familia de genes ALS (agglutinin-like sequence) codificam glicoproteinas de superficie celular
envolvidas no processo de adesdo. Varias proteinas ALS apresentam funcdo de adesinas numa
variedade de condicGes e substratos. A colonizagdo das mucosas garante a aproximacéao e o
contato inicial entre a parede celular da levedura e superficie da célula do hospedeiro ou de
superficies ndo biolégicas como a dos materiais das proteses. Alguns genes tém sido
apontados como reguladores do processo de aderéncia, entre eles destacam-se os da familia
ALS que sdo diferencialmente regulados por diversas condicdes fisiologicas, tais como
alteracdes no meio de cultivo, formato celular e estagio de desenvolvimento, merecendo ser

avaliados.

Dada a relevancia da candidiase oral em usuérios de préteses e mesmo
considerando que a aderéncia € um dos primeiros passos para a formacgédo de biofilmes, o que
coloca as proteses de materiais sintéticos entre os principais fatores de risco de infeccbes

bucais causadas por C. albicans, pouco é conhecido sobre a interagdo entre leveduras bucais e
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materiais odontoldgicos usados em proteses sobre implantes dentarios, estudos que abordem

este contexto assumem especial importancia a fim de serem elucidados.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a aderéncia in vitro de isolados bucais de Candida albicans em diferentes

materiais dentarios e o padrdo de expressao de genes ALS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o perfil de aderéncia in vitro e a diferenciacdo celular ao nivel
ultraestrutural dos isolados de C. albicans sobre superficies de seis materiais utilizados na

confec¢do de préteses sobre implantes;

- Avaliar as caracteristicas dos materiais e possiveis interacdes com as leveduras;

- Avaliar o padrdo de expressdo de genes da familia ALS em isolados de C.

albicans pelo emprego da metodologia de RT-PCR,;

- Avaliar o potencial de viruléncia dos isolados: formacdo de biofilme,
hidrofobicidade de superficie celular, producgéo de tubo germinativo, capacidade de aderéncia

em células epiteliais bucais e associar com a presenca de Candidiase oral.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 REABILITAGAO COM IMPLANTE OSSEOINTEGRAVEL

A reabilitacdo com implante osseointegravel visa devolver conforto, seguranca,
comodidade e melhorar a estética através de uma reabilitacdo funcional de um, varios ou
todos os dentes perdidos de uma arcada. Ela possui uma grande variedade de aplicacoes,
podendo substituir as antigas proteses fixas suspensas, atraves dos implantes unitarios, e as
proteses removiveis de extremidades livres, atraves da instalagdo de implantes nas regifes

mais posteriores da arcada.

A reabilitagdo proporcionada pela implantodontia é dividida em duas etapas na
sua execucdo: uma fase cirlrgica, que é o preparo do rebordo 0sseo, caso Seja necessario,
através da realizagdo de enxertos, regularizagGes, etc., e a instalagdo do pino de implante
propriamente dito. A segunda fase € a protética, que se caracteriza pela confecgdo da prétese

sobre os implantes, figura 1.

— Na fase cirlrgica ocorre a instalacio do implante que substitui a raiz do dente perdido.

Na fase protética confecciona-se a protese que substitui a parte coronaria do dente perdido.

Figura 1 - Demonstragdo esquematica de um implante instalado na regido do
segundo pré-molar superior direito j& com uma prétese sobre o implante instalada sobre o
mesmo, reabilitando completamente a regido antes desdentada.
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A pratica do uso de implantes osseointegrados revolucionou a reabilitacdo oral.
Pacientes desdentados totais podem usufruir de proteses mais estaveis e pacientes com perdas
parciais podem utilizar mecanismo menos invasivo em relagdo as proteses tradicionais, que
necessitam de desgastes dos dentes adjacentes ao espaco edéntulo para promover a
reabilitacdo.

Os beneficios imediatos sdo a melhora estética do sorriso, melhor capacidade
mastigatoria e funcional aliada a um aumento da auto-estima do paciente. Atualmente a
implantodontia apresenta altos indices de previsibilidade e sucesso com técnicas modernas e
atuais, além de constantes pesquisas e estudos de avaliacdo, que visam proporcionar cada vez

mais seguranca e tranquilidade ao paciente.

A atual preocupacdo da implantodontia esta em favorecer o uso do implante recém
instalado o mais rapido possivel sem comprometer o procedimento cirdrgico realizado, assim
como o processo de cicatrizagdo (CORNELINI, 2005). Apo6s a adequada cicatrizagdo (em
torno de 3 a 6 meses), 0 implante esta apto a receber uma prétese definitiva.

Os implantes atuais sdo de titAnio e substituem as raizes dentarias naturais
perdidas e as proteses instaladas sobre os implantes podem ser provisorias ou definitivas, total
ou parcial, unitaria ou multipla, parafusada ou cimentada e para a escolha sdo avaliadas
questdes como o volume dsseo disponivel, a oclusdo e a exigéncia estética do paciente
(DAVARPANAH, 2003). Independentemente do tipo de protese sobre implante empregada, o
material utilizado em sua confec¢do deve apresentar: estabilidade; insolubilidade; dureza,
resiliéncia e resisténcia ao desgaste; apresentar sabor ou odor agradavel; ser atdxico ou nao
irritante aos tecidos bucais; permitir adequado polimento para evitar fraturas. O material ideal
deve reproduzir adequadamente as caracteristicas dos dentes e dificultar a aderéncia de micro-
organismos patogénicos que se acumulam na forma de biofilmes microbianos (ANUSAVICE,

1996).
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3.2 MATERIAIS DENTARIOS

Os materiais mais utilizados para a confeccdo das proteses sobre implantes séo:
para proteses provisorias, resina acrilica e resina composta, e para as proteses definitivas,
ligas metélicas (principalmente niquel-cromo), ceramica (principalmente porcelana

feldspatica) e resina acrilica, figura 2.

Figura 2 - Demonstracdo esquematica dos corpos de prova utilizados no presente estudo
como partes de materiais realmente possiveis de serem utilizados nas reabilitacbes com

implantes osseointegraveis.

3.2.1 CERAMICAS

As ceramicas odontoldgicas constituem o material que melhor reproduz as
propriedades Opticas do esmalte e dentina, como fluorescéncia, opalescéncia e translucidez.
Os varios componentes combinados resultam em duas fases principais: a fase vitrea, ou matriz
de vidro e a fase cristalina, ou mineral. A fase vitrea é formada durante o processo de coc¢do
e possui propriedades tipicas de um vidro, como: friabilidade, padrdo de fratura ndo direcional
e alta tensdo superficial no estado fluido. A fase cristalina inclui silica ou quartzo e 6xidos

metalicos (pigmentos) (GOMES et al., 2008). A matriz vitrosa € composta por uma cadeia
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basica de Oxido de silicio (SiO4), sendo que a proporcdo Si:O esta relacionada com a
viscosidade e expansdo térmica da porcelana (HENRIQUES et al., 2008). Modificacdes do
tipo e da quantidade de cristais melhoram as propriedades mecanicas e Opticas e ampliam seu

uso (GOMES, 2008).

Porcelana é um tipo especifico de cerdmica, composta basicamente por uma
mistura de trés minerais naturais: caolim, quartzo e feldspato, sendo um material friavel que
ndo suporta deformacéo pléstica sob estresse. As principais vantagens sdo a alta resisténcia a
compressdo, biocompatibilidade, estabilidade quimica e propriedades estéticas favoraveis,
além da condutibilidade térmica e do coeficiente de expansdo térmica, que sdo similares ao da

estrutura dentaria (AKSOY et al., 2006; AL-WHADNI, 2006; GOMES, 2008).

As proteses metalo-ceramicas representam a principal utilizacdo da porcelana
feldspatica em pecas unitarias ou multiplas e também sobre implantes, porém a dificuldade
com a translucidez e o acentuado desgaste dos dentes antagonista sdo algumas das

desvantagens desse material (CRAIG, 2004; SA, 2008).

Para o acabamento final da porcelana feldspética, é necessario aplicagdo de uma
camada de glaze sobre a superficie, com a finalidade de remover possiveis irregularidades e
aumento da lisura superficial, aumento da resisténcia mecanica, redugdo da aderéncia de
biofilme microbiano, aumento do molhamento, reducdo da tensdo superficial e reducdo do

desgaste dos dentes antagosnistas (AKSQY et al., 2006; AL-WHADNI, 2006).

3.2.2 RESINA ACRILICA
As resinas acrilicas sdo compostos organicos classificados como polimeros,
fornecidas como um sistema pdé/liquido. Para sua manipulagdo a proporcao indicada € trés

partes de p6 para uma parte de liquido. Sua polimerizacdo pode acontecer através, de reaces
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quimicas (a temperatura atmosférica ou a vacuo), por adicdo térmica ou por adicdo de luz, e
dessa forma classifica-se em: resina acrilica ativada quimicamente (RAAQ), resina acrilica
ativada termicamente (RAAT) e resina acrilica fotoativada. A capacidade de sorcdo e
solubilidade sdo duas das principais propriedades das resinas acrilicas e estdo relacionadas as
propriedades polares dos polimeros e a presenca fisica de espacos. A reducdo da rugosidade,
atraveés do acabamento e polimento € fundamental, pois superficies rugosas promovem nichos,
onde micro-organismos sdo protegidos das forcas mastigatdrias e dos procedimentos de
higiene bucal. Apesar de suas qualidades, as resinas ainda mostram-se um material com
resisténcia questionavel, devido principalmente ao grande nimero de fraturas dos artefatos
confeccionados com esse material, sendo que essas fraturas podem ser evitadas, conhecendo
bem o material, suas indicacbes e limitacGes, respeitando todas suas necessidades de
manipulacdo e pela utilizacdo de principios protéticos adequados, durante a confeccdo das

préteses (CAMACHO et al., 2014).

3.2.3 RESINA COMPOSTA

A resina composta € um material altamente estético, formada por matriz
organica, matriz inorganica, agente de unido e inibidores/ativadores de polimerizagdo. Por
apresentar uma fase organica e outra inorganica, pode também ser denominado composito
(CONCEICAO, 2007). A matriz organica é a porcdo quimicamente ativa que apresenta
componentes com diferentes pesos moleculares (BIS-GMA, BIS-EMA, UDMA),
responsaveis pelas caracteristicas propriamente ditas de uma resina. S&0 monémeros que
estabelecem ligacOes cruzadas durante a reacdo de polimerizacdo, conferindo resisténcia ao
material (BARATIERI, 2001; BUSATO, 2002; MONDELLI, 2003). Ja a matriz inorganica é
composta por particulas de cargas, geralmente quartzo, silica coloidal ou vidro de fluorsilicato

de aluminio que contribuem para as propriedades mecénicas da resina composta. Outros
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componentes ndo toxicos como zirconio, estroncio e fluoreto de célcio podem ser
incorporados para favorecer a radiopacidade do material (BARATIERI, 2001; BUSATO,
2002; MONDELLI, 2003). Para que haja unido entre a matriz organica e a inorganica utiliza-
se um agente adesivo estavel, geralmente o 3-metacriloxipropiltrimetoxi silano. Ele forma
uma interface adesiva que favorece a dissipacao das tensfes e mantém as propriedades fisicas
e mecanicas da resina, evitando deslocamento das particulas pela superficie ou ainda

penetracio de &gua no interior da matriz (CONCEICAO, 2007).

Para finalizar a estrutura do material, é necessario que agentes desencadeadores
da reacdo de polimerizacdo estejam presentes, para isso sdo introduzidos os iniciadores
excipientes (geralmente o monometiléter-hidroquinona) que impedem que o BIS-GMA
polimerize de forma espontanea e também favorece o tempo de trabalho (CONCEICAO,
2007). A reacgdo de polimerizagdo soO serd ativada pela presenca de luz halégena ou LED com
comprimento de onda em torno de 400 a 500 nandmetros. A partir dai, a ativacdo do iniciador
desencadeia a quebra dos monémeros. Radicais livres possibilitam a formagéo de ligacoes

cruzadas entre eles formando os polimeros (RODRIGUES NETO, 2007).

A diversidade de resinas disponiveis no mercado é vasta e 0 seu tipo esta
intimamente relacionado com a correta indicacdo do material. S&o classificadas segundo o
tamanho de particulas inorganicas, quanto ao escoamento e quanto a forma de polimerizagéo

(BUSATO, 2002).

3.2.4 LIGA METALICA
Liga metélica € uma mistura de dois ou mais metais ou ndo metais diferentes que
visam modificar propriedades originais inerentes a cada elemento. Os metais mais utilizados

sdo: ouro, prata, paladio, platina, niquel, cromo, cobalto, molibdénio, berilio e titanio
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(BOTTINO, 1999). Elas podem ser homogéneas ou heterogéneas, monofasicas ou
multifasicas, binarias ou terciarias. Na Odontologia, sdo utilizadas para fabricar infraestrutura

de coroas, proteses parciais removiveis, restauracées e implantes (WATAHA, 2002).

Os requisitos desejaveis de uma liga sdo: facilidade de fundicdo e soldagem,
resisténcia a corrosdo e manchamento, baixa contracdo, minima reatividade com o material de
revestimento, alta resisténcia mecénica, a deflexdo e ao desgaste, dureza, biocompatibilidade,
facil acabamento e polimento, baixo custo, mddulo de elasticidade favoravel e baixa
condutibilidade térmica (ANUSAVICE, 1996). Ha grande dificuldade para conciliar todos os
requisitos, por isso é importante preparar a liga segundo as necessidades essenciais de cada

material, levando em consideracao qual é o seu papel na boca.

A principal liga utilizada em infraestrutura de coroas tradicionais ou sobre
implantes é a de niquel-cromo, pois apresenta elevada dureza, baixa densidade, menor peso e
alta resisténcia a tracdo, sendo superior ao ouro, mas com custo inferior. O niquel apresenta
grande potencial alérgico principalmente em mulheres, mas com o acréscimo de 20% de
cromo ha perda de sua propriedade alergénica, tornando-se estavel e resistente a corrosao no
meio bucal. O cromo aumenta a temperatura de fusdo favorecendo a sinterizacdo da ceramica
de cobertura. A liga de niquel-cromo contém em torno de 60% a 80% de niquel, 16 a 27% de
cromo e 4 a 10% de molibdénio formando ¢xidos estaveis na superficie como o Cr203
através do fendbmeno de passivacdo. Essa reacdo impede que ocorra a corrosdo (SOUSA,

2010).

3.3 MUCOSITE PERI-IMPLANTAR E PERI-IMPLANTITE
Existem diferentes fatores que interferem no processo da osseointegragdo e que
interagem entre si, o que dificulta a determinacdo da real participagdo de cada um

isoladamente. Além disso, 0 sucesso da osseointegracdo esta diretamente relacionado aos
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fatores sistémicos e ao controle das condicOes clinicas pré-, trans- e pds-operatorias. Uma vez
osseointegrado, o sucesso do tratamento com implantes e consequente manutencdo da
osseointegracdo depende, primordialmente, da saude dos tecidos peri-implantares, que pode
ser afetada pela presenca e manutencao do biofilme, tornando-se indispensavel uma adequada

e rotineira higienizacdo (MARTINS et al., 2011).

Com o desenvolvimento e uso dos implantes dentarios, além dos beneficios
clinicos dessa modalidade de tratamento, alguns problemas surgiram, dentre os quais
destacam-se a presenca do biofilme microbiano ao redor dos mesmos, fato este que pode
levar a infecgdes ao redor dos tecidos peri-implantares, que s&o denominadas de peri-
implantites. A falha de implantes pode ser produzida pela técnica cirdrgica incorreta,
condigdo do osso, trauma oclusal ou infeccbes como as peri-implantites, que tém sido
associadas com bactérias Gram negativas, bacilos entéricos, Staphylococcus aureus ou
Candida spp, uma vez que estes micro-organismos podem levar a perda futura do implante

(SLOTS, 1981; PIOVANO, 1999; LEONHARDT et al., 1999; MEISTER, 2005).

Zitzmann & Berglundh (2008), através do levantamento de estudos transversais e
longitudinais com 50 individuos (ou mais) tratados com implantes e tempo de funcdo de no
minimo 5 anos, concluiram que a peri-implantite foi diagnosticada em 56% dos individuos e
em até 43% dos implantes. Mucosite peri-implantar ocorreu em aproximadamente 80% dos

individuos, e em 50% dos implantes.

Mucosite peri-implantar é a inflamagdo restrita a fibromucosa ao redor do
implante, que pode levar ao sangramento provocado ou espontaneo, desconforto na
alimentacdo e higienizacdo, mas que na maioria dos casos e reversivel. Ocorrendo a remocéao
do biofilme microbiano, o equilibrio é restabelecido. Ja o termo peri-implantite é utilizado

para descrever um processo inflamatorio caracterizado por perda déssea ao redor de um
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implante, ou seja, afeta 0 0sso de suporte do implante com perda de volume ou altura, néo
havendo reversdo do problema e podendo culminar com a perda do implante. Esta perda pode
ser produzida por sobrecarga, infec¢bes por bactérias ou ambas (LANG et al., 1997,
RENVERT; PERSSON, 2009). Clinicamente, se apresenta com inflamacdo, hiperplasia
gengival, sangramento e/ou supuracdo a sondagem, bolsa infra-0ssea e mobilidade do
implante (FERREIRA et al., 2010). Tanto a mucosite, como a peri-implantite, também sé&o
ocasionadas pela falta de higienizacdo adequada (ZITZMANN; BERGLUNDH, 2008). O
risco de desenvolver peri-implantite € determinado por diversos fatores como microbiota
patogénica presente, padrdo oclusal, resposta imune individual e qualidade e quantidade
O0ssea ao redor do implante. Outros fatores tais como tabagismo, diabetes mellitus,
preexisténcia de carie, doenca periodontal e padrdo de higiene inadequado estdo intimamente
relacionados ao desenvolvimento da doenca (MOMBELLI; LANG, 1998; BEHNEKE et al.,

2000; ZAPAROLI et al., 2006; SANTAMARIA et al., 2010; FURRER et al., 2011).

Os implantes dentarios podem ser considerados reservatorios potenciais de micro-
organismos patogénicos na cavidade bucal, que podem dar origem a doencas como a
candidiase oral devida a Candida albicans (BURGERS et al., 2010). Préteses de varios tipos
e finalidades tém sido consideradas entre as principais causas da candidiase oral (TOTTI et
al., 2004; TAGUTI et al., 2005; HARRIOTT et al., 2010). A aderéncia e colonizagéo
microbiana foram consideradas fatores chaves no insucesso dos implantes dentarios
(ROMEIRO et al., 2009). A peri-implantite ndo ocorre sem prévia aderéncia microbiana e

subsequente colonizacdo (GATEWOOD et al., 1993).

3.4 CANDIDIASE ORAL
A Candidiase oral (CO) é umas das patologias bucais mais comuns e tem sido

atribuida ao uso de proteses. CO é causada por leveduras do género Candida spp. que fazem
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parte da microbiota normal da cavidade bucal, mas que pode ser importante agente infeccioso.
Candida albicans é a espécie predominante tanto na colonizacdo quanto nos processos
infecciosos (ZAOUTIS et al., 2005; PAPPAS 2006; HOLLEY et al., 2009). C. albicans € uma
levedura oportunista e sua transicdo de comensal para agente infeccioso depende tanto de
fatores de viruléncia do micro-organismo como da susceptibilidade do hospedeiro (TOTTI et

al., 2004).

A incidéncia de CO varia de acordo com a idade e varios fatores predisponentes
como Diabetes mellitus (DM), Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), xerostomia,
antibioticoterapia, protese dentaria, uso de drogas, dieta rica em carbohidratos, tabagismo,
Sindrome de Cushing, tumores malignos e imunossupressdao (AKPAN ; MORGAN, 2002,
SAMARANAYAKE et al., 2002; SOUSTRE, 2004; ARIAS et al., 2007). Autores tém
sugerido que o uso da protese dentaria € fator predisponente para a CO por estar associada a
irritacdo mecénica que pode causar trauma no palato (COELHO et al., 2000; COELHO et al,
2004; WILLIAN et al., 2013). Essa ruptura da barreira organica da mucosa facilita a maior
interacdo entre as leveduras presentes em colonizacao e as células/tecidos do hospedeiro. Esse
cenario, favorecido pela capacidade de invasao dessas leveduras é que resultam em processos
infecciosos ou CO. Outro mecanismo importante é a ma higienizagdo bucal, pois 0 acimulo
de detritos alimentares serve como substrato nutricional estimulando o super crescimento de
micro-organismos, atuando como um reservatério de agentes capazes de causar infecgdes

(CUMMING et al., 1990; HOAD-REDDICK et al., 1990; PIETROKOVSKI et al., 1995).

Contudo, ndo esta totalmente estabelecido o papel das leveduras neste processo
patolégico, a maioria dos autores atribui a CO unicamente a debilidade ou fatores do
hospedeiro. Em adigdo, estd muito bem descrito o potencial de viruléncia de C. albicans
(CHANDRA et al., 2001; DOUGLAS, 2003; DAMBROSO et al., 2009; RAUT et al., 2010;

FARIAS-PAIVA et al., 2010), porém ndo ha estudos comprovando que C. albicans possuem
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atributos de viruléncia que as tornam capazes de causar CO, independentemente de fatores

ligados a debilidade do hospedeiro.

3.5 Candida albicans

Entre as espécies do género Candida, C. albicans pertence ao reino Fungi, filo
Ascomycota, classe Hemiascomycetes, ordem Saccharomycetales e familia Candidaceae
(National Center for Biotechnology Information - www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy). Fungos
ubiquos na natureza, podem ser encontrados em solos, plantas, ambientes aquaticos e em
animais. Das mais de 150 espécies, cerca de 20 ja foram relatadas como agentes etioldgicos
de um amplo espectro de infecgdes em humanos (PFALLER et al., 2007, 2008; HA et al.,

2011; NUCCl et al., 2010; SILVA et al., 2012).

Candida albicans é¢ um fungo dimorfico, que se apresenta sob formas
leveduriformes (blastoconidios) no estado saprofitico, estando associado a colonizacéo
assintomatica, ou como formas filamentosas (pseudo-hifas e hifas verdadeiras), observadas
em processos patogénicos ou induzidas em laboratorio. Além disso, sob condicdes de
crescimento subdtimas, pode apresentar formacdo de clamidoconideo (esporos arredondados
que possuem uma espessa parede celular). Dessa forma, o fungo tem a capacidade de se
adaptar a diferentes nichos bioldgicos, podendo ser considerado, a rigor, um organismo
“polimorfico” (CHAFFIN et al., 1998; LACAZ et al., 1991). Essa levedura faz parte da
microbiota oral e sua colonizacdo é reconhecida como fator predisponente para infeccoes
fangicas invasivas (BAYRAM; BALCI, 2006).

O material genético dipldide estd organizado em 8 cromossomos (1-7 e
cromosssomo R), e o genoma hapldide é constituido de 14.851 kb (kilobases), contendo
6.419 ORFs (open reading frame, sequéncias de leituras, ou seja, genes codificantes) com

mais de 100 codons de tamanho e 224 introns, (JONES et al., 2004; BRAUN et al., 2005;
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ODDS et al, 2007). Sistemas ou plataformas de microarray também ja foram
desenvolvidos para C. albicans, o que permite analisar a expressao génica de todos 0s genes
simultaneamente, nas diversas condi¢bes fisiologicas (CAO et al., 2005;
http://genome.wustl.edu/ activity/ma/calbicans/).

C. albicans ¢ a levedura mais frequentemente isolada do organismo humano, tanto
como micro-organismo comensal ou como patdgeno oportunista. Esta levedura pode
apresentar patogenicidade quando da presenca de diversos fatores predisponentes (JORGE,
2007).

Fatores especificos que afetam a colonizacdo bucal por C. albicans séo a saliva, 0
pH, a aderéncia, a hidrofobicidade da superficie celular, a formacao de hifas e a expressao de
enzimas especificas (WEBB et al., 1998) . Além disso, esta espécie € relativamente tolerante a
imunidade inata celular (JARVENSIVU et al., 2004).

A aderéncia é considerada um fator de viruléncia extremamente importante de
leveduras, pois a colonizacdo e infeccdo dos tecidos bucais estdo diretamente relacionadas a
sua capacidade de aderéncia (BURFORD-MASON et al., 1988; CALDERONE; BRAUN,

1991).

3.6 FATORES DE VIRULENCIA

Embora o sistema imune do hospedeiro seja o principal fator responsavel pelo
equilibrio entre a transicdo de comensalismo com a patogenicidade, varios atributos de
viruléncia de C. albicans, como habilidade de transicdo morfoldgica (tubo germinativo),
hidrofobicidade de superficie celular (HSC) ou superficies abioticas, hidrolases, capacidade em
aderir e formacdo de biofilme tém sido sugeridos como importantes fatores de viruléncia e
podem contribuir para a persisténcia da colonizagdo e do desenvolvimento de infecgdes

oportunistas fangicas.
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Existem estudos que revelam que C. albicans na forma de hifas tem capacidade de
escapar as celulas fagociticas (BERMAN, 2006; SUDBERY et al., 2004). E ainda, a presenca
de tubo germinativo em C. albicans estd associada com maior capacidade de invadir tecidos
(GHANNOUM, 2000) e também de conferir a levedura maior aderéncia as superficies de

células (CONSOLARO et al., 2005) e superficie abiéticas (KEMMELMEIER et al., 2011).

A habilidade de transicdo morfoldgica de C. albicans (a espécie mais importante
do género Candida spp.) tem sido sugerida como importante fator de viruléncia. As hifas tém
maior capacidade de aderir e penetrar nas células epiteliais humanas do que os blastoconidios
(HAMER et al., 2000) Esta transicdo representa uma resposta do fungo as alteragfes nas
condi¢cbes ambientais e possibilita sua adaptacdo a diferentes nichos biolégicos,
consequentemente permitindo a disseminacdo fungica nas células humanas (CHAFFIN et al.,
1998).

A expressdo da HSC por leveduras do género Candida spp. tem sido relacionada
com viruléncia aumentada provavelmente por estimular fendmenos de aderéncia, germinagao e
resisténcia a fagocitose (HAZEN et al.,, 2001). Embora a presenca de adesinas seja
reconhecida como um dos mecanismos mais fortes envolvidas na capacidade de leveduras
aderirem e formar biofilme, varios investigadores demonstraram que a hidrofobicidade tem
papel importante na aderéncia (JABRA-RIZKI et al., 2001).

A aderéncia das leveduras as células epiteliais bucais é reconhecida como um
passo essencial na colonizacdo microbiana e um evento chave na iniciacdo do processo
patogénico, uma vez que a colonizagdo prévia € aceita como fator predisponente ao processo
infeccioso (KAMAI et al., 2002). Os mecanismos de aderéncia destas leveduras aos tecidos
humanos séo variados e acontecem como resultado dos sistemas de reconhecimento celular
Candida - hospedeiro, que séo extremamente complexos e envolvem uma variedade de

componentes ligantes- receptores (GRIMAUDO; NESBITT, 1997).
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Existem evidéncias de que C. albicans pode produzir mais de uma estrutura
adesiva, sendo que uma manoproteina esta primariamente atribuida a esta funcéo
(DOUGLAS, 1985). A ligacdo de C. albicans a superficies mucosas tem sido demonstrada
como um importante passo no processo infeccioso, particularmente na cavidade oral e vaginal
(JABRA-RIZKI et al., 2001). Consequéncia da capacidade de um micro-organismo aderir é a
sua capacidade de formar biofilme, que ocorrem em resposta a uma variedade de condicdes,
incluindo alta densidade celular, privacédo de nutrientes e estresse fisico ambiental (O’TOOLE

et al., 2000).

3.6.1 ADERENCIA EM SUPERFICIE ABIOTICA E BIOFILME

A adesdo é evento fundamental no estabelecimento e desencadeamento do
processo infeccioso. A colonizacdo das mucosas garante a aproximacédo e o contato inicial
entre a parede celular da levedura e superficie da célula do hospedeiro ou de superficies ndo

bioldgicas como a dos materiais das préteses (POLAQUINI et al., 2006).

Apos a levedura aderir & superficie, outros micro-organismos podem interagir,
promovendo a formagdo de uma comunidade microbiana plural, em que ha uma dependéncia
metabdlica de grau varidvel entre seus constituintes, caracterizando assim a estrutura
conhecida como biofilme (BARBIERE et al., 2007). Biofilme é uma comunidade microbiana
que resulta da aderéncia do micro-organismo a uma superficie, multiplicacdo e organizacao
das células, secrecdo de polissacarideo extracelular, maturagdo do biofilme e colonizagdo de

outros locais (SENEVIRATNE; JIN; SAMARANAY AKE, 2008).

A aderéncia inicial e a colonizacdo por micro-organismos as superficies rigidas
como material restaurador ou implante € um pré-requisito para a formacao do biofilme, que
pode, eventualmente, ocasionar infec¢es bucais como mucosite peri-implantar ou peri-

implantite (GATEWOOD et al., 1993). Entre os atributos relacionados com o potencial
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patogénico da C. albicans, bem como de outras leveduras do mesmo género, esta a grande
capacidade de adesd@o destes micro-organismos (CALDERONE; BRAUN, 1991; RAMAGE
et al., 2005; TROFA; GACSER; NOSANCHUCK, 2008), podendo levar a formacdo de
biofilme. A capacidade de formacdo do biofilme pode ser considerada um potente fator de
viruléncia, podendo estar presente em todas as especies de Candida (REX, 1996). Como o0s
biofilmes geralmente sdo mais resistentes aos mecanismos de defesa do hospedeiro e as
drogas antimicrobianas do que as células dispersas, eles representam um fator predisponente
de infeccdo para muitos pacientes (BAILLIE; DOUGLAS, 1998; DONLAN, 2001).

O biofilme esta relacionado com o metabolismo da levedura, quantidade de
nutrientes para a replicacdo celular e a superficie de contato. Biofilmes podem se formar em
inimeras  superficies, como teflon, plasticos, latex e silicone (COSTERTON;
LEWANDOWSKI, 1995; DONLAN, 2002).

A formacéo de biofilme em C. albicans vem sendo descrita como um processo
gradual que se inicia com a aderéncia a um substrato, seja ao préprio tecido do hospedeiro ou
ao dispositivo médico ou odontoldgico (BURGERS et al., 2010), resultando na formacéo de
uma confluente camada basal de células que se dividem e produzem hifas, com projecGes
tubulares direcionadas para a regido superior do biofilme (SOLL, 2008). Estas células,
durante o desenvolvimento do biofilme, produzem uma matriz extracelular estavel de
substancias poliméricas (DOUGLAS, 2003; CHANDRA et al., 2001; SOLL, 2008). O
estagio final do desenvolvimento do biofilme é a maturagcdo, quando ocorre menor
crescimento das leveduras e elevado crescimento das hifas, nesta fase ocorre o envolvimento
do biofilme pela matriz extracelular. A estimulagdo da produgdo da matriz extracelular
durante o desenvolvimento do biofilme de C. albicans ainda é de causa desconhecida, o que
se sabe, no entanto, é que a composi¢do da matriz inclui: carboidratos, proteinas, fésforo,

glicose e hexosaminas (BAILLIE, DOUGLAS, 2000; BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006).



38

Em resumo, os diferentes estdgios que fazem parte do processo de
desenvolvimento do biofilme incluem: estagio da aderéncia, célula-substrato e célula-célula;
estagio de formacdo e desenvolvimento das hifas; e estadgio de maturacdo, no qual ocorre a
producdo da matriz extracelular que vai envolver e proteger as células do biofilme. Nos
estudos de Blankenship e Mitchell (2006) sobre quorum-sensing sugeriu-se um novo estagio
no ciclo de vida do biofilme de C. albicans; o estagio da disperséo, no qual células filhas se

desenvolvem como células nao aderentes, podendo ser facilmente liberadas do biofilme.

A base molecular da formacéo e do desenvolvimento do biofilme destes fungos
ainda ndo esta completamente compreendida, porém, ja esta bem estabelecida que a interagdo
da C. albicans com as células do hospedeiro ou superficies inertes resulta em alteracGes na
expressdo de diferentes genes. Diferentes estudos tém descrito mudangas nos niveis de
expressdo génica durante o desenvolvimento do biofilme (MARCHAIS et al.,, 2005,
MURILLO et al.,, 2005). Estudos sobre a base genética da producdo de biofilme tém se
beneficiado significativamente com os avangos recentes observados na biologia molecular e
genbmica. Isto tem sido particularmente observado com C. albicans, cujo genoma ja foi
totalmente sequenciado (JONES et al.,, 2004; ODDS; BROWN; GOW, 2004; BRAUN

et al., 2005; http://candida.bri.nrc.ca).

3.6.2 EXPRESSAO GENICA: GENES DA FAMiILIA ALS

C. albicans apresenta adesinas na parede celular que permitem a ligacdo a
diferentes proteinas das células hospedeiras, como fibronectina, laminina, colageno e
fibrinogénio (CALDERONE; FONZI, 2001; DRANGINIS et al., 2007; GOZALBO et al.,

1998; KLOTZ et al., 2001).


http://candida.bri.nrc.ca/
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O envolvimento de alguns genes no processo de adesdo, formacdo e
desenvolvimento do biofilme parece estar bem estabelecido (RAMAGE et al.,, 2005;
NOBILE; MITCHELL 2006). Dentre os varios grupos de genes implicados neste fenotipo,
constatou-se que os da familia ALS (agglutinin-like sequence) presentes em C. albicans e
especies relacionadas desempenham papel chave neste processo, por codificar proteinas com
caracteristicas de glicoproteinas de adesdo a superficie da célula (HOYER; PAYNE; HECHT,
1998; HOYER et al., 1998). Ja foi demonstrado que genes ALS tém expressdo aumentada
durante a formacéo do biofilme (CHANDRA et al., 2001; GARCIA-SANCHEZ et al., 2004;
GREEN et al., 2004; O’CONNOR et al., 2005). Assim como os genes da familia ALS séo
descritos como 0s responsaveis pela adesdo e consequente formacdo de biofilmes, a
glicoproteina hyphal wall protein 1 (Hwpl) expressa na superficie das hifas, promovendo a
adesdo de C. albicans as células epiteliais (WILLIAMS; LEWIS, 2011; WILLIAMS et
al., 2011; HENRIQUES et al., 2006; ZHU; SUNDSTROM, 2002). Para C. albicans, a
Alslp e Alsbp sdo responsaveis pela adesdo, nomeadamente as células epiteliais bucais
humanas e a fribronectina (HENRIQUES et al., 2006).

O gene ALS1 em C. albicans foi descrito pela primeira vez por Hoyer et al. (1995)
e, desde entdo, pesquisadores vém tentando entender sua relagdo com o restante da familia
ALS e explorando suas proteinas e fungdes. A familia ALS presente em C. albicans inclui oito
genes (ALS1-ALS7 e ALS9) que codificam diversas glicoproteinas de superficie (HOYER et
al., 2008). Cada gene da familia ALS apresenta uma estrutura similarcomposta por trés
dominios: um dominio 5’, na extremindade N, composto por 1299 a 1308pb, que apresenta
55-90% de similaridade entre os diferentes genes da familia; um dominio central variavel,
organizado em tandem repeats, com motifs de 108pb que se repetem ao longo do dominio; e
um dominio 3’, extremidade C, que é relativamente varidvel em tamanho e sequéncia de

nucleotideos entre os genes da mesma familia (HOYER; HECHT, 2001). Os genes da familia
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ALS estdo localizados em trés cromossomos distintos: ALS1, ALS2, ALS4, ALS5 e ALS9 estdo
localizados no cromossomo 6, ALS6 e ALS7 estdo localizados no cromossomo 3, e ALS3
no cromossomo R (HOYER et al., 1995; HOYER; PAYNE; HECHT, 1998; HOYER,;
HECHT, 2001).

O tamanho de um mesmo gene ALS frequentemente varia dentro de uma mesma
espécie e entre alelos de uma mesma cepa devido a diferencas no numero de copias dos motifs
de 108pb organizados em tandem repeat, presentes no dominio central de cada gene
(HOYER; HECHT, 2001). E comum, por exemplo, uma mesma cepa apresentar padrdes
diferentes (duas bandas) para o gene ALS1 devido a variabilidade do nimero de repeticdes
dos motifs na regido do dominio central em cada alelo (HOYER, 2001).

Os genes ALS exibem diversos niveis de variabilidade, incluindo espeécie-
especifica e alelo-especifica, diferencas de tamanho para um mesmo gene, diferencas na
regulacdo génica especie-especifica, auséncia de um gene ALS particular em certos isolados, e
regides codificadoras adicionais em outros (HOYER; HECHT, 2001). Estudos moleculares
sobre a expressdo de genes de ALS demonstraram que 0os mesmos séo regulados e expressos
diferencialmente em funcdo de processos fisiologicos celulares, tais como o estagio de
crescimento e morfologia da célula, ou seja, predominantemente leveduriforme ou na forma
de hifas e pseudo-hifas (HOYER et al., 1995; HOYER et al., 1998; HOYER; PAYNE;
HECHT,1998). Constatou-se que destes genes, o ALS1, que codifica glicoproteinas de
superficie celular, apresenta-se em alta expressdo em células do biofilme de C. albicans
(GARCIA-SANCHEZ et al., 2004). O gene ALS3 também mostrou alta expressdo, porém,
aparentemente associado a producdo de hifas de C. albicans (HOYER et al., 1998). Nailis et
al. (2006) compararam a expressdo génica de ALS1 e ALS3 entre as células do biofilme de C.
albicans formadas sobre superficie de silicone e as células em suspensdo (planctdnicas)

e constataram um significativo aumento da expressdo de ALS1 nas células do biofilme,
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e uma diminuicdo da expressdo de ALS3. Por outro lado, em um estudo de Nobile et al.
(2008) concluiram, apds varios testes com mutantes alsl/alsl als3/als3, que ALS3 e
ALS1 sdo essenciais para a formacdo do biofilme invivo e a reducdo na expressdo
dessas proteinas acarreta na formacgéo de um biofilme fragil.

Em outros estudos, o papel do produto do gene ALS1 na aderéncia das C. albicans
as células humanas, Fu et al. (1998, 2002) constataram que o gene ALS1 codifica uma
proteina de superficie celular responsavel pela aderéncia as células endoteliais e epiteliais, e 0
rompimento de ambas as coOpias deste gene acarretou em reducdo de  35% na
aderéncia as células endoteliais, e 0 aumento da expressdo de ALS1 elevou a aderéncia
para 125%. Zhao et al. (2005) demostraram que a reducdo na expressao da proteina Als2
acarretou na reducdo da biomassa do biofilme, sugerindo que Als2 contribui com os
estadgios mais avancados do desenvolvimento do biofilme e ndo com o estagio da aderéncia.

Num modelo experimental de infeccdo de cateter in vivo, ALS1 e ALS3 também
apresentaram funcGes redundantes; e a alta expressdo de outros genes da familia — ALS5,
ALS6, ALS7 e ALS9 — foram capazes de substituir parcial ou completamente a auséncia de
ALS1 e/ou ALS3 facilitando o desenvolvimento do biofilme nesse tipo de modelo
experimental, enquanto que ALS2 e ALS4 ndo foram capazes, e ainda, todos os genes ALS
puderam ser substituidos por ALS3 ou ALS1 em modelos in vivo e in vitro (NOBILE et al.,

2008).

Portanto, os genes da familia ALS que tém sido apontados como reguladores do
processo de aderéncia e sdo diferencialmente regulados por diversas condicGes fisioldgicas,
tais como alteragdes no meio de cultivo, formato celular e estdgio de desenvolvimento,
merecem ser avaliados a fim de contribuir para o melhor entendimento da capacidade do
micro-organismo em desenvolver a infec¢do, bem como identificar quais sdo os genes ALS

envolvidos no processo de aderéncia as superficies abidticas.
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ARTIGO 1

ANALISE ULTRAESTRUTURAL DA ADERENCIA DE ISOLADOS BUCAIS DE
Candida albicans SOBRE SUPERFICIES DE DIFERENTES MATERIAIS

UTILIZADOS NA CONFECCAO DE PROTESES SOBRE IMPLANTES

RESUMO

Os implantes dentarios podem ser considerados reservatorios potenciais de re-infecgdes na
cavidade bucal por Candida albicans. Este estudo tem como objetivo avaliar o perfil de
aderéncia in vitro e diferenciacdo celular ao nivel ultraestrutural de isolados bucais de C.
albicans sobre superficies de seis materiais, utilizados na confecgdo de proteses sobre
implantes, além disso, correlacionar os resultados as diferengas nas caracteristicas de cada
material incluindo rugosidade, angulo de contato e topografia das superficies. Foram
utilizados seis isolados clinicos e uma cepa padréo C. albicans ATCC 90028 para a avaliacéo
do perfil de aderéncia e a diferenciago celular dos isolados sobre a superficie dos materiais
dentarios. Os isolados deste estudo apresentaram capacidade de aderir aos diferentes tipos de
materiais dentarios. Entre os isolados avaliados, o0 maior nimero de leveduras aderidas por
mm? ocorreu sobre os materiais confeccionados em resina composta microhibridra com
nanoparticulas e liga metélica de Niquel-Cromo. As menores taxas de aderéncia foram
observadas para 0s materiais porcelana feldspatica e resina acrilica ativada quimicamente
polimerizada a vacuo. Ressalta-se que ndo foram observadas leveduras aderidas sobre as
superficies destes materiais. Observou-se uma diversidade no padrdo de aderéncia e
diferenciagdo celular, entre os isolados, de forma isolado-dependente. Os isolados foram
classificados conforme o perfil de adesdo as superficies dos materiais, seguindo quatro

variagoes sendo estas: aderéncia difusa localizada, agregativa e pseudo-hifal. A maioria dos
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isolados apresentou padrdo de aderéncia difuso. Comparando estes achados as caracteristicas
dos materiais, observou-se que os materiais com maior rugosidade e principalmente de carater
hidrofobico foram os que apresentaram maior aderéncia de leveduras sobre suas superficies.
Desta maneira, ressalta-se que a interacdo entre a levedura e 0s materiais dentarios séo
eventos multifatoriais, uma vez que, apesar de toda discussao envolvendo caracteristicas do
micro-organismo e do material, outros fatores certamente estdo envolvidos no evento de

aderéncia.

Palavras chave: Candida albicans, aderéncia, proteses sobre implantes, hidrofobicidade,

rugosidade.

INTRODUCAO

Os implantes dentarios podem ser considerados reservatorios potenciais de micro-
organismos patogénicos na cavidade bucal, que podem dar origem a doencas como a
candidiase oral (CO) devido a Candida albicans (BURGERS et al., 2010). Proteses de varios
tipos e finalidades tém sido consideradas entre as principais causas da CO (TOTTI et al.,
2004; TAGUTI et al., 2005; HARRIOTT et al., 2010). A aderéncia e colonizagdo microbiana
foram consideradas fatores chaves no insucesso dos implantes dentarios (ROMEIRO et al.,
2009). A peri-implantite ndo ocorre sem prévia aderéncia microbiana e subsequente

colonizacdo (GATEWOOD et al., 1993).

O uso de implantes osseointegrados revolucionou os tratamentos odontoldgicos e
a reabilitacdo oral (ESPOSITO et al., 1998). Atualmente, pacientes desdentados parciais ou
totais podem ser tratados de modo conservador e com grande previsibilidade através das

préteses sobre implantes. As proteses provisérias podem ser confeccionadas em resina acrilica
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(quimicamente ou termicamente ativadas) e resina composta e representam papel primordial
no tratamento com implantes. Estes dispositivos atuam reabilitando a regido durante a fase de
cicatrizacao e favorecendo as condigdes teciduais para a protese definitiva (ATTARD; ZARB,
2005; SON; JANG, 2011; CAMACHO et al., 2014). Em relacdo as proteses fixas definitivas
sobre implantes (unitarias ou maltiplas), elas sdo normalmente confeccionadas com uma
infraestrutura em niquel-cromo recobertas por porcelana. Embora as overdentures (protese
total removivel retida por implantes) sdo confeccionadas totalmente em resina acrilica ativada
termicamente e as proteses do tipo protocolo (protese total fixa parafusada sobre implantes)
sdo confeccionadas com uma estrutura metalica recobertas por resina acrilica termoativada.
Independentemente do tipo de protese sobre implante empregado, o material utilizado em sua
confeccdo deve apresentar estabilidade, insolubilidade, dureza, resiliéncia e resisténcia ao
desgaste, apresentar sabor ou odor agradavel, ser atdxico ou nao irritante aos tecidos bucais e
permitir adequado polimento para evitar fraturas. O material ideal deve reproduzir
adequadamente as caracteristicas dos dentes e dificultar a aderéncia de micro-organismos
patogénicos que se acumulam na forma de biofilmes microbianos (ANUSAVICE, 1996; LI et
al., 2012), pois estudos relatam que aderéncia depende do tipo de micro-organismo e das

propriedades fisico-quimicas da superficie do implante (GATEWOOD et al., 1993).

Apesar da relevancia da CO em usuarios de proteses e mesmo considerando que a
aderéncia é um dos primeiros passos para a formagéo de biofilmes (BURGERS et al., 2010;
LI et al., 2012; MONTEIRO et al., 2013), o que coloca as proteses de materiais sintéticos
entre os principais fatores de risco de infec¢bes bucais causadas por leveduras, pouco é
conhecido sobre a interacdo entre leveduras bucais e materiais odontoldgicos usados em

proteses sobre implantes dentarios.

Este estudo foi delineado com o objetivo de avaliar o perfil de aderéncia in vitro e

sua diferenciacdo celular ao nivel ultraestrutural de isolados bucais de C. albicans sobre



56

superficies de seis materiais utilizados na confeccdo de préteses sobre implantes, e
correlacionar estes resultados as diferencas nas caracteristicas de cada material incluindo

rugosidade, angulo de contato e topografia das superficies.

MATERIAIS E METODOS
Micro-organismos em estudo

Neste estudo foram empregados seis isolados de C. albicans (CA12, CAQ07, CAE,
CAD, CA04, CAJ) obtidos da cavidade bucal de individuos atendidos na Clinica de
Odontologia da Faculdade Inga, Maringa — Parana, e uma cepa padrdo C. albicans ATCC
90028. Estas amostras sdo mantidas no estoque de leveduras do Setor de Micologia Médica
do Laboratério de Ensino e Pesquisa em Analises Clinicas (LEPAC) da Universidade
Estadual de Maringd (UEM). O presente estudo foi aprovado pelo Comité Permanente de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (COPEP) da UEM sob o Parecer n° 0092-11 e

todos os procedimentos foram realizados de acordo com a Resolucdo 466/12 CNS.

Obtencdo das amostras, cultura e identificacdo das leveduras isoladas

Amostras de saliva foram coletadas apds bochecho com 10 mL de agua mineral
durante 30 segundos e depositadas em tubos conicos. Posteriormente, foram centrifugadas a
3000 g por 10 minutos e o sobrenadante descartado. Aliquotas de 10 pL do sedimento foram
semeadas com alca bacteriol6gica na superficie do meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA)
(Difco, Detroit, USA), suplementado com cloranfenicol, incubadas a 37°C por 48-72 horas
para avaliagdo do numero de unidades formadoras de colénias (UFC). Foram realizadas

triagens por coloracdo das colonias crescidas em meio cromogénico CHROMagar®Candida
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(CHROMagar Company, Paris, France). A seguir, as leveduras foram identificadas como C.
albicans baseando-se na micromorfologia em agar fuba (Oxoid, Basingstok, UK) acrescido de
Tween 80 a 1% (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil); prova do tubo germinativo; assimilacdo e
fermentacdo de carbono e nitrogénio segundo os métodos classicos (KURTZMAN; FELL,
1998). A identificacdo de C. albicans foi confirmada por PCR com o emprego de

oligonucleotideos iniciadores espécie-especificos (FURLANETO et al., 2011).

Materiais usados em proéteses sobre implantes odontoldgicos avaliados no estudo
Foram avaliados seis materiais, representando os mais frequentemente utilizados
na prética clinica diaria. Marca comercial, fabricante e composi¢do dos materiais selecionados

para este estudo estdo elencados na tabela 1.

Confecgao dos corpos de prova com os materiais avaliados

Utilizando-se uma matriz metalica como molde, foram confeccionados vinte e
quatro corpos de prova (CP) de cada material avaliado, descritos na tabela 1, totalizando cento
e quarenta e quatro CP. Cada um apresentando area total de 129,32 mm? (7,0 mm no maior
diametro, 4,0 mm no menor, 3,5 mm de altura), conforme figura 1. Todos os materiais foram
proporcionados e manipulados segundo instru¢cbes dos fabricantes e os CP foram
confeccionados, por um técnico experiente, seguindo todas as etapas laboratoriais de acordo
com as indicagOes para cada material, até a obtencdo final de cada CP, simulando fielmente a
realidade clinica encontrada pelo cirurgido dentista. Apds obtencdo dos CP, realizou-se a
desinfeccdo em agua corrente com detergente neutro, secados com papel absorvente e
desinfetados por imersdo em solugdo de glutaraldeido 2,0% por 10 minutos, seguidos de

lavagem abundante em agua esterilizada e secas novamente, evitando assim qualquer tipo de
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contaminacdo microbiana. Os CP foram acondicionados em recipientes fechados e

identificados, por material, para realizacdo das analises propostas neste estudo.

Estudo da aderéncia in vitro de Candida albicans sobre diferentes materiais
Preparo da suspenséo de leveduras

Para cada experimento, os isolados foram cultivados em SDA a 37°C por 18-24
horas. Duas a trés colonias de cada uma das amostras de leveduras foram suspensas em
solucdo salina estéril (SSE) em tubo de vidro (13x100 mm), que foi submetido & agitacdo em
vortex (AP56, Phoenix, Brasil). Em seguida, foram preparadas suspensfées com concentracao

de aproximadamente 1x10" leveduras mL™ por contagem em camara de Neubauer.

Quantificagdo da aderéncia

Este ensaio foi realizado conforme descrito por Camacho et al. (2007a), usando
técnicas estritamente assépticas, os CP de cada material em estudo foram colocados em tubo
eppendorf contendo 1,0 mL da suspensédo previamente padronizada e incubados a 37°C por 3
horas sob agitacdo continua de 120 rpm em Incubadora Shaker Refrigerada. Em seguida, o0s
CP, que continuaram no mesmo tubo eppendorf, foram lavados trés vezes com SSE para
remocdo das leveduras fracamente ou ndo aderidas. Com auxilio de uma pinga, cada um foi
transferido para outro tubo eppendorf contendo 1,0 mL de SSE e 0,5 g de pérolas de vidro
(Roni Alzi, 1-2 mm de didametro). O tubo foi submetido a agitacdo vigorosa em vortex por 30
segundos para remocgdo das leveduras aderidas aos corpos de prova. 1,0 mL desta suspenséo
de leveduras aderidas foi repassado para outro eppendorf e em seguida, 20 pL foram
semeados em placa contendo SDA, a qual foi incubada a 37°C por 24 horas para contagem do

namero de coldnias crescidas. A quantificagdo da aderéncia foi determinada a partir do
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nGmero unidades formadoras de colonias por mm? (UFC mm™). Cada um dos seis materiais
foi avaliado com os seis isolados em ensaios repetidos em dias distintos, os dados foram

expressos em nimero médio (No.) de UFC mm™.

Padréo de aderéncia por microscopia eletronica de varredura

Para a analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV), foram utilizados
quarenta e dois CP, sendo um material testado para cada isolado, e realizado varredura em

vinte campos diferentes do mesmo material.

Cada CP foi incubado a 37°C por 12 horas em 1,0 mL da suspensdo previamente
padronizada (1x10’ leveduras mL™) sob agitacdo continua a 120 rpm em Incubadora Shaker
Refrigerada. Em seguida, foram realizadas lavagens com SSE, para a remoc¢éo das leveduras

fracamente ou ndo aderidas.

As leveduras aderidas aos CP foram fixadas com solucdo de glutaraldeido 2,5%
dissolvido em tampéo fosfato 0,1 mol L™ a 4°C, por aproximadamente 18 horas e pés-fixadas
com solucéo de tetréxido de 6smio 1% em tampdo fosfato 0,1 mol L™. O material foi
desidratado com série alcodlica de concentracdo crescente, seco ao ponto critico (Critical
Point Dryer SDC 030 - BALTEC), recoberto com uma camada de ouro (Sputter Coater SDC
050 - BALTEC) e observado ao microscépio eletronico de varredura (FEI Quanta 200) da

Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina — Parana.

A partir da analise das imagens por MEV (Figura 2), propds-se uma classificacéo
do padréo de aderéncia in vitro de C. albicans aos diferentes materiais testados, seguindo os
autores que descreveram aderéncia de Escherichia coli Enteropatogénica (EPEC). Aderéncia

difusa quando as células de levedura aderem isoladamente a superficie do material, observa-se
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somente blastoconideos ovalados ou na presenca de tubos germinativos; aderéncia localizada
quando grupos de leveduras aderem a regides localizadas do material; aderéncia agregativa
caracterizada por grumos de leveduras que se arranjam como ‘“cachos de uva” ou “tijolos
empilhados” ligando-se a superficie do material, podendo ser observado leveduras
intimamente ligadas (NATARO et al., 1987; SCALETSKY et al., 1996; ALIKHANI et al.,
2006; PEREIRA; GIUGLIANO, 2013). E ainda, propds-se uma classificacdo de aderéncia
especifica para fungos: aderéncia pseudo-hifal quando observa-se aglomerado de pseudo-hifas

e/ou hifas verdadeiras sobre a superficie do material.

Caracterizacao das superficies dos materiais

Determinacdo da hidrofobicidade de superficie dos materiais dentarios pela técnica de

angulo de contato

Os angulos de contato com a agua (gota séssil) foram medidos através da
deposicdo de trés gotas de 0,5 uL &gua ultrapura (Milli-Q®), em temperatura ambiente, sobre
a superficie de cada material testado, sendo realizada a medicdo pela projecdo do angulo,
através da iluminacdo da gota depositada sobre o material, utilizando o equipamento Contact
Angle Meter, Model CAM-MICRO, da marca Tantec da UEM. Admite-se que uma superficie
solida estd completamente molhada quando 6 = 0° e, que um liquido ndo molha esta
superficie quando 6 > 90°. Para a analise do angulo de contato utilizou-se dez CP para cada

material.
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Determinac&o da rugosidade

Os materiais foram submetidos a leitura da rugosidade superficial por meio da
utilizacdo de um rugosimetro (Surftest SJ 400, Mitutoyo America, EUA) da UEL, calibrado a
cada medic&o com valores de cut-off (Ac) e velocidade da leitura, de 0,8 mm e 0,1 mm seg™,
respectivamente. O valor médio da rugosidade superficial (Ra) foi analisado usando dez CP
de cada material testado, escolhidos aleatoriamente. Para cada CP foi obtido uma média de Ra

resultante de trés leituras da rugosidade de superficie, realizadas nos sentidos 12h, 3h e 6h.

Determinacgéo da topografia superficial

Para andlise da topografia superficial de trés CP, de cada material, utilizou-se o
microscopio de forca atbmica (MFA) (Shimadzu, modelo SPM-9500J3) da UEM. Foram
obtidas trés imagens de cada material em varredura 10x10 um? de modo a obter valores
médios e reprodutiveis do parametro de rugosidade (RMS) e compara-los aos valores médios

da rugosidade superficial (Ra).

Anadlise estatistica

Foi realizada a andlise estatistica de todos os ensaios utilizando o software Graph
Pad Prism® versdo 5.0 (Graph Pad Software Inc.), aplicando o teste de anélise de variancia
(ANOVA) com o teste Tukey para comparagdes entre os diferentes materiais e os isolados de

C. albicans. Foram considerados significativos valores de p<0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Quantificacdo da aderéncia in vitro em materiais dentérios

A aderéncia microbiana é um parametro importante na fisiopatogenia de vérias
doencas infecciosas como a candidiase oral e peri-implantite. Considerando que estas doencas
estdo associadas a formacdo de biofilme, é interessante conhecer a interacdo de leveduras
bucais nas primeiras horas apds contato com materiais usados em implantes, ou seja sobre a
aderéncia, que é a primeira etapa para a formagéo do biofilme. A escolha de C. albicans foi
em razdo de ser a espéficie mais frequentemente isolada na cavidade bucal humana. Segundo
Ramage et al. (2002), ocorre em 10 a 50% dos individuos sadios, como o caso dos voluntarios

que forneceram as leveduras avaliadas neste estudo.

A figura 3 mostra os dados relativos ao perfil de aderéncia de seis isolados
clinicos bucais de C. albicans sobre os diferentes materiais dentarios avaliados. De modo
geral, todos os isolados foram capazes de aderir aos materiais testados. Porém, é evidente a
grande capacidade de aderéncia, tanto comparando os diferentes isolados em relacdo a um
mesmo material, quanto entre os materiais, algumas diferencas mostradas séo estatisticamente
significativas. Os isolados CA04 e CAJ apresentaram os maiores valores de UFC mm™ sobre
o material Ni-Cr (8,9x10% e 9,7x10%) e ambos também foram os mais eficientes em aderir

sobre RC (6,6x10° e 8,1x10%), respectivamente (p<0,001).

Por outro lado, os isolados CAE e CAD aderiram de maneira variavel a todos os

materiais exceto a PF e RAAQV, respectivamente.

Analise mais detalhada sugere que essa diversidade observada no conjunto (seis
isolados e seis materiais) parece estar mais associada ao tipo do material, sendo RC e Ni-Cr,
0s que permitiram maior aderéncia da maioria dos isolados, 0 que quantitativamente pode ser

visto pela figura 3, e a interacdo melhor visualizada nas figuras 4 e 5 que ilustram o
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comportamento de cada um dos seis isolados frente aos materiais que retiveram maior numero

de UFC mm=.

No geral, as menores taxas de aderéncia foram observadas para os isolados CAQ7
e CAE em quatro materiais (PF, RAAQ, RAAQV e RAAT) dos seis testados, No.= 0,95x10°% e
0,97x10° UFC mm?, respectivamente (p>0,05). Enquanto, o isolado CA04 foi o que
apresentou os maiores UFC de leveduras aderidas, nos mesmos materiais testados (No.= 2,2

x10° UFC mm™), exceto em RAAT (p<0,05).

A comparacdo entre os isolados e por material evidenciou maior capacidade de
aderéncia do isolado CA04 aos materiais PF, RAAQ e RAAQv; o isolado CAD foi o que
mais aderiu ao material RAAT e o CAJ foi o isolado com maior potencial de adesdo aos

materiais RC e Ni-Cr (Figura 2), (p<0,001).

Através do ensaio de aderéncia in vitro e quantificacdo do niimero de UFC mm™,
observou-se que todos os isolados bucais de C. albicans foram aderentes aos materiais
testados. Se considerarmos que 0 experimento partiu de uma suspensdo padronizada em
1x10° leveduras mL™, dois isolados entre os seis de C. albicans apresentaram menor
capacidade de adesdo, 0,96x10° UFC mm™. Este resultado estd em concordancia com

Camacho et al. (2007b).

Padréo de aderéncia por microscopia eletronica de varredura

A repetitividade quanto ao padrao de aderéncia das leveduras esta representada na
tabela 2. A figura 2 ilustra exemplos de organizagdo celular ou padrédo de aderéncia dos
isolados bucais de C. albicans nos diferentes materiais testados. Entre os seis isolados,

incluindo a cepa padrdo ATCC 90028, quarenta e duas analises foram realizadas por MEV,



64

propondo uma classificacdo do padrdo de aderéncia, em modelo in vitro, de C. albicans aos

materiais avaliados neste estudo.

Os isolados CA12 e CAO07 mantiveram um padrdo de aderéncia difuso em todos
os materiais testados. Nos vinte campos analisados por MEV foi verificado predominio de
blastoconideos ovalados isoladamente, além da presenca de tubo germinativo por toda a
superficie dos materiais avaliados, caracteristico do padrdo de aderéncia difusa. Embora o
isolado bucal CAE e a cepa padrdo ATCC 90028 tenham apresentado aderéncia difusa para a
maioria dos materiais, no Ni-Cr e RC exibiram uma organizacao celular agregativa (Figuras 4
e 5), evidenciando-se aglomerados de células blastoconidiais e leveduras intimamente ligadas

por toda sua superficie.

O isolado CAD apresentou 0 mesmo padréo agregativo em RC, no entanto, exibiu
outros dois tipos de padrdo, difuso e localizado, os mesmos padrdes observados em CA04 e
CAJ e na cepa ATCC 90028, nos quais verificaram-se grupos de leveduras aderidos em
regides localizadas dos materiais RAAT e RC. Além disso, observou-se abundancia de
material extracelular tipo floculento ou granular distribuido ao redor das células dos seis
isolados bucais e da cepa padréo de C. albicans, quando aderidos a RC (figura 4). Dentre 0s
seis isolados clinicos, CA04 e CAJ foram o0s Unicos que apresentaram aderéncia do tipo
pesudo-hifal ao Ni-Cr, sendo observadas pseudo-hifas e hifas em grande parte da superficie

analisada (Figuras 5).

Os isolados bucais CAD, CA04 e CAJ foram 0s que apresentaram maior variagdo

no perfil de aderéncia e diferenciacdo celular, entre os isolados, de forma isolado-dependente.

Em termos morfolégicos, C. albicans durante o seu crescimento tem a capacidade
de adquirir a forma de levedura, pseudo-hifas e hifas verdadeiras. No entanto, C. albicans na

forma de levedura tem maior capacidade de se disseminar na corrente sanguinea, garantindo a
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sua sobrevivéncia (BERMAN, 2006; SUDBERY et al., 2004). Além disso, a morfologia de C.
albicans também varia com as condi¢des de crescimento, uma vez que em laboratério as
culturas de C. albicans que crescem a 25°C tém maior tendéncia para se apresentarem na
forma de levedura. Em condicdes de a 37°C e em resposta a estimulos externos como soro, C.
albicans tem tendéncia a formar hifas. Relativamente as pseudo-hifas, estas desenvolvem-se a
temperaturas intermediarias (BERMAN, 2006). Existem estudos que revelam que C. albicans
na forma de hifas alongadas tem capacidade de escapar as células fagociticas (BERMAN,
2006; SUDBERY et al., 2004). E ainda, a presenca de tubo germinativo em C. albicans esta
associado com maior capacidade de invadir tecidos (GHANNOUM, 2000) e também de
conferir a levedura maior aderéncia as superficies de células (CONSOLARO et al., 2005) e

superficie abidticas (KEMMELMEIER et al., 2011).

Caracterizacao das superficies dos materiais

Os CP foram confeccionados rigorosamente iguais para 0S seis materiais
conforme ilustrado na figura 1. Considerando o comportamento variavel de um mesmo
isolado aos diferentes materiais, foi necessario desenvolver estudos sobre as caracteristicas

ultraestruturais de cada material avaliado.

A molhabilidade de uma superficie solida é caracterizada em termos de angulos
de contato e, consequentemente, em adesdes relativas entre liquido/solido. Mais
especificamente, a medida de angulo de contato com agua (gota séssil) € um método
quantitativo de medicdo da polaridade de uma superficie sélida. Determina-se que o angulo de
contato sera zero quando o espalhamento do liquido for completo sobre a superficie (material
hidrofilico), e se o angulo for maior que 90° o liquido ndo molha a superficie do material

(material hidrofobico) (ADAMSON, 1990; GESSER; KRAUSE, 2000).
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De acordo com o valor médio dos angulos de contato dos materiais avaliados
(Figura 6a), pode-se observar que o material confeccionado em PF apresentou carater
hidrofilico (36°), diferindo estatisticamente dos demais materiais (p<0,001), que néo
apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre 0os materiais do mesmo grupo
(p>0,05). No entanto, os materiais RC e Ni-Cr apresentaram carater mais hidrofébico (80° e
889), quando comparado aos demais materiais (p<0,001). Os valores médios dos angulos de
contato para os materiais RAAQ, RAAQv e RAAT variam entre 70° a 74°, apresentando

diferencas significativas somente entre RAAQ e RAAT (p<0,05).

A andlise estatistica da rugosidade superficial de cada material (dez CP de cada)
representa a média dos valores de Ra obtidos, em um, em trés avaliagdes independentes. A
comparacao entre os CP dentro do mesmo material utilizando one-way ANOVA com pds-
teste de Tukey mostrou que ndo houve diferencga significativa (p>0,05). A anélise quantitativa
dos valores Ra, obtidos para cada material pode ser observada na figura 6b. Os dez CP
confeccionados com liga metalica de Ni-Cr apresentaram o menor valor de Ra (0,302 um),
sendo diferente estatisticamente dentre os materiais avaliados (p<0,001). Os valores Ra entre
os materiais PF e Ni-Cr apresentaram diferengas significativas (p<0,01). Os valores de Ra
para os materiais RAAQ e RAAT foram bem semelhantes (entre 0,85 a 1,07 um). Ja os dez
CP confeccionados em RC apresentaram diferencas significativas entre os demais materiais,
apresentando os maiores valores de Ra (3,609 pum) entre os materiais testados (p<0,001),

seguido pelo RAAQV que apresentou Ra 1,859 um.

A rugosidade é uma importante caracteristica de superficie dos materiais
restauradores, muitas vezes sendo responsavel por causar abrasividade, retencdo mecéanica de
substancias do ambiente externo, e é influenciada por caracteristicas do material, como
porosidades, composicdo e defeitos de massa (BOAVENTURA, 2013). Quando a superficie

do material ndo apresenta lisura satisfatdria, isto pode comprometer tanto a funcdo quanto
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fatores bioldgicos e estéticos (YILMAZ, 2010), pois uma area rugosa pode interferir na saude
dos tecidos vizinhos facilitando o acumulo de biofilme dentério. Pela analise estatistica, foi
possivel verificar que os valores das médias de Ra encontrados variaram significativamente
de acordo com o material testado e estdo compativeis com outros estudos da literatura.
Valores de rugosidade entre 0,7 ¢ 1,44 um podem facilitar o acimulo de biofilme e contribuir
para a instalagdo da doenca periodontal e ou peri-implantar (MARIGO et al., 2001). Alguns
autores afirmam que se o valor de rugosidade exceder 0,2 um deste limite havera adesao de
bactérias e formacgdo de biofilme; e, se exceder 0,5 um sera clinicamente detectavel pelo
paciente (YAP et al., 2004). A rugosidade superficial dos materiais avaliados neste estudo
variou de 0,3 a 3,6 um. Desses, destacam-se 0os materiais RAAQv e RC com maiores valores
de rugosidade, podendo esta ser detectada pelo paciente. Os CP em metal apresentaram 0s
menores valores de rugosidade, demonstrando uma grande lisura superficial (bastante lisas),
com valores que caracterizam uma rugosidade ndo perceptivel pelo paciente. A rugosidade
superficial é uma propriedade importante tendo em vista sua influéncia na adesdo de micro-

organismos (RADFORD et al., 1998; ALVES, 2007).

Em varios estudos relata-se que o desgaste por atrito mecéanico, conhecido como
abrasdo, de resinas composta nanoparticulada, pode promover a remocdo de inUmeras
nanoparticulas causando crateras na sua superficie (DODGE, 1991). Uma superficie rugosa e
irregular ndo é somente desconfortavel, mas permite o aprisionamento de alimentos e
acumulo de biofilme microbiano (QUIRYNEN et al., 1993; TSANG et al., 2007). No presente
estudo, foi evidenciada, no material confeccionado em RC, a presenca de material extracelular
de aspecto granular recobrindo toda a superficie celular dos isolados de C. albicans,

caracteristico da producéo de biofilme (Figura 4).

Um aspecto a ser considerado importante em relacdo a molhabilidade, é a

propriedade intrinseca do material, a qual é afetada mecanicamente pela rugosidade de



68

superficie, promovendo, como consequéncia, o acumulo de biofilme. O glaze aplicado sobre
as PF, além de promover uma superficie mais lisa removendo irregularidades, aumenta a
molhabilidade, por isso deve ser preferido a outros tipos de tratamento de superficie (AKSOY
et al., 2006). Fato verificado em nosso estudo, no qual os materiais confeccionados em PF,
apresentaram os menores valores de angulo de contato, demonstrando suas caracteristicas de
maior molhabilidade, podendo ser considerado o material mais hidrofilico, entre 0s grupos
testados. Nesse sentido, as porcelanas glazeadas sdo materiais dentarios que proporcionam
pouco acumulo de biofilme, além de permitir sua remocdo com facilidade (AL-WHADNI,

2006).

A MFA produz imagens tridimensionais da superficie de s6lidos com alta
resolucdo a partir da varredura completa da topografia do material de estudo
(GENGENBACH et al.,, 1994; GENGENBACH, T. R.; GRIESSER, 1998). Analise
topografica das superficies de trés CP de cada grupo de material obtida por MFA, podem ser
comparadas na figura 7. Para cada CP foram obtidas trés analises de varredura 10x10 pm? em
campus diferentes de cada material, para efeito de comparagéo e reprodutibilidade. Desta
forma, os valores de rugosidade superficial obtidos foram uma média dos valores mensurados
em cada imagem e comparados aos valores médios da Ra, apresentaram semelhancas nos
resultados para as duas analises. No caso do material RC, ndo foi possivel realizar a analise
por MFA, devido a limitages da propria técnica que ndo permite a observacdo da superficie
com elevada rugosidade superficial, j& que ndo alcanga vales muito profundos. Conforme foi
observado na analise de rugosidade através do rugosimetro, em que a RC apresentou maior
valor de Ra e a visualiza¢do por MEV da sua superficie apresentou inimeras irregularidades e

depressdes (Figura 4).

A figura 7 mostra as imagens de topografia tridimensional obtidas por MFA de

somente cinco materiais dentarios. Importante salientar, que nas imagens de topografia, as
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areas mais escuras correspondem as regides mais baixas (reentréncias) da superficie dos
materiais, enquanto as areas mais claras mostram as regifes mais salientes. As imagens que
mostram-se mais planas, ou seja com poucas areas escuras e coloracdo mais homogéneas

foram dos materiais PF e Ni-Cr.

A imagem do material RAAQV foi a que apresentou uma maior extensao escura,
sendo observado regido com mais reentrancias, confirmando estas irregularidades (aspecto de
bolhas) na superficie observadas por MEV (Figura 8). Apesar dos grupos representados por
RAAQ e RAAQv serem formados pelo mesmo material com alteragdo somente no modo de
polimerizacdo, a RAAQ é polimerizada nas condi¢cdes do ar atmosférico e a RAAQv é
polimerizada a vacuo (CAMACHO et al. 2014). Atraves de MEV foi evidenciado que a
superficie do material polimerizado a vacuo é mais irregular comparativamente ao do material

RAAQ, embora ndo tenha havido variagdo no numero de leveduras aderidas nestes materiais.

Correlacionando as médias de Ra com as imagens de MEV e MFA, pode-se
inferir que os materiais que apresentaram uma lisura de superficie maior, com menos
irregularidades sdo dos materiais confeccionados em liga metélica de Ni-Cr (Figura 5)
seqguido da PF (Figura 8). Enquanto que os maiores valores para Ra formam apresentados

pelos materiais RAAQV e RC.

Entretanto, o material Ni-Cr que apresentou carater hidrofobico foi também o que
obteve os maiores nimeros de UFC mm™ e padrdo de aderéncia pseudo-hifal. Portanto, a
rugosidade de superficie parece ndo ter tanta influéncia sobre a quantidade de leveduras
aderidas em nosso modelo in vitro, fato este em concordéncia com os achados de Klotz et al.
(1985) e Biirgers et al. (2010), que determinaram maior adesdo de C. albicans em superficies

hidrofobicas e que produzem abaixa energia livre de superficie.
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Apesar disso, € importante lembrar que a interacdo entre a levedura e 0os materiais
dentarios sdo eventos multifatoriais, uma vez que, apesar de toda discussao envolvendo
caracteristicas do micro-organismo e do material, outros fatores certamente estdo envolvidos
no evento de aderéncia, a exemplo do mostrado na figura 8. Vale ressaltar que ndo foi
observado leveduras aderidas, de CAE e CAD, sobre as superficies dos materiais PF e

RAAQVv, respectivamente.

Dessa forma, considerando a importéncia das propriedades dos materiais para
infraestrutura e cobertura das proteses sobre implantes no acimulo de biofilme e no sucesso
ou fracasso de uma protese, o presente trabalho torna-se de grande relevancia ao adicionar
dados a literatura cientifica, tendendo a facilitar uma correlacdo das propriedades testadas

com o prognostico das proteses sobre implantes.

Este estudo confirma que a aderéncia e, por consequéncia, a producdo de biofilme
¢ um fator importante a ser considerado nos tratamentos reabilitadores odontoldgicos,
principalmente nas préteses sobre implantes. Maior rugosidade pode aumentar a aderéncia
(maior area de contato) estimulando a formacdo dos biofilmes, ampliando os riscos de
infeccbes mesmo em individuos saudaveis. No entanto, considerando os resultados e
correlagdes, pode-se dizer que as superficies mais hidrofobicas, determinadas por angulo de
contato e molhamento (energia) superficial também apresentam papel relevante na aderéncia
dos micro-organismos. Sendo assim, medidas de prevencdo como escolha do material,
conforme a rugosidade, tratamento da superficie com mudancas nas caracteristicas de
hidrofobicidade e, procedimentos de higienizacdo, limpeza bucal sdo importantes para reduzir
a aderéncia e biofilme nos implantes e consequentemente infec¢des causadas por leveduras na

cavidade bucal.
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Tabela 1. Materiais utilizados e respectivas caracteristicas

Material Marca comercial e Composicéo” Abreviacéo
Fabricante
Porcelana Feldspatica® VM7, Vita Zahnfabrikd. 74,8% Oxido de silicio;10,3% PF
Bad Sackingen, Alemanha Oxido de aluminio, 7,5% Oxido
de potassio, 3,5% Oxido de sddio,
3,3% Oxido de céalcio; 0,4%
Oxido de Zirconica, 0,1% Oxido
de itrio (% mol)
Resina acrilica ativada JET, Cléssico artigos Pé: Polimero de metilmetacrilato, RAAQ
quimicamente™ Odontologicos Ltda, Brasil acrilato de etila, e peroxido de
benzoila; Liquido: Mondmero de
polimetilmetacrilato e dimetil p-
toluidina
Resina acrilica ativada JET, Classico artigos P&: Polimero de metilmetacrilato, RAAQv
guimicamente Odontolégicos Ltda, Brasil acrilato de etila, e peroxido de
polimerizada & vacuo™ benzoila; Liquido: Monémero de
polimetilmetacrilato e dimetil p-
toluidina
Resina acrilica ativada VIPI CRIL, Dental Vipi Copolimero de Metil-Metacrilato, RAAT
termicamente Ltda, Brasil acrilatos, Perdxido de Benzoila e
pigmentos atoxicos
Resina composta 4 SEASONS, lvoclar BIS-GMA, TEGMA, UDMA, RC
microhibridra com Vivadent Schaan, 76%wt de carga vidro bario
nanoparticulas Liechtenstein trifluoritérbio, vidro de Ba-Al-
fluorsilicato e silica dispersa
Liga metalica de Niquel- VERABOND II, AalbaDent  77,05% Niquel; 12,50% Cromo; Ni-Cr

Cromo

Cordelia, USA

4,25% Molibdénio;
2,25%Aluminio; 0,45%Titanio;
4,00%Ni6bio; 0,50%Silicio

“Informagdes fornecidas pelo fabricante.

“Mesmo material com alteracio do modo de polimerizagdo.

“Para 0 acabamento final, aplica-se uma camada de glaze sobre a superficie.
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Tabela 2. Padrdo de aderéncia de seis isolados bucais de Candida albicans sobre materiais

usados na implantodontia

CA12 CAO07 CAE CAD CA04 CAJ ATCC
90028
PF Difusa Difusa NA Difusa Difusa Difusa Difusa
RAAQ Difusa Difusa Difusa Difusa Difusa Difusa Difusa
RAAQvV Difusa Difusa Difusa NA Difusa Difusa Difusa
RAAT Difusa Difusa Difusa Localizada Difusa Localizada Localizada
RC Difusa Difusa Difusa Agregativa  Localizada Localizada Agregativa
Ni-Cr Difusa Difusa Agregativa Difusa Pseudo-hifal  Pseudo-hifal Difusa

PF: Porcelana Feldspatica; RAAQ: resina acrilica ativada quimicamente; RAAQV: resina

acrilica ativada quimicamente polimerizada & véacuo; RAAT: resina acrilica ativada

termicamente; RC: resina composta microhibridra com nanoparticulas; Ni-Cr: Liga metalica

de Niquel-Cromo e NA = ndo aderéncia.
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Figura 1. Desenho esquematico dos corpos de prova confeccionados em seis tipos de

materiais. Area total de 129,32 mm?.

77



78

Figura 2. Padrdo de aderéncia em materiais. A: Aderéncia difusa, B: Aderéncia localizada, C:

Aderéncia agregativa, D: Aderéncia pseudo-hifal. Aumento 2.400X.



UFC.mm?x 10°

79

Figura 3. Nimero de leveduras aderidas, expresso em UFC mm™, nos materiais testados em
ensaios de aderéncia in vitro de seis isolados clinicos e uma cepa padrdo Candida albicans
ATCC 90028, ap6s 3 horas de incubacdo. “As diferencas sdo estatisticamente significativas
(p<0,001) comparando a aderéncia entre os diferentes isolados sobre cada material.
“Diferenca significativa entre os isolados sobre resina acrilica ativada quimicamente

polimerizada a vacuo (p<0,05).
(CATCC 90028); (—— CAL2); (B3 CAD7); (== CAE); (S CAD); (8 CA04 ), (mmmm CA))
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Figura 4. Padrdo de aderéncia dos isolados de Candida albicans sobre a resina composta
microhibridra com nanoparticulas (RC), ap6s 12 horas de incubacdo. Aderéncia agregativa:
Candida albicans ATCC 90028 (5 um) (A), podendo ser observado ligacao entre as leveduras
(2 pm) (B), (seta); Aderéncia difusa: isolados CA12 (C), CA07 (D) e CAE (E); Aderéncia
agregativa: isolados CAD (F); Aderéncia pseudo-hifal: isolados CA04 (G) e CAJ (H).
Observa-se presenca de matriz extracelular de aspecto granular recobrindo as células. As
barras representam 10 pum.
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Figura 5. Patrdo de aderéncia dos isolados de Candida albicans sobre a liga metalica de
Niquel-Cromo (Ni-Cr), ap6s 12 horas de incubagdo. Aderéncia difusa: isolados CA12 (A),
CAO07 (B), CAD (C) e Candida albicans ATCC 90028 (D); Aderéncia agregativa: isolado
CAE (E), observando-se leveduras intimamente ligadas em aumento 24.000X (F), (seta);
Aderéncia pseudo-hifal: isolados CA04 (G) e CAJ (H). As barras representam 10 pum.
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Figura 6. Média dos valores do angulo de contato com a agua (a), rugosidade superficial (b)

para PF (porcelana feldspatica), RAAQ (resina acrilica ativada quimicamente), RAAQv

(resina acrilica ativada quimicamente polimerizada a vacuo), RAAT (resina acrilica ativada

termicamente), RC (resina composta microhibridra com nanoparticulas) e Ni-Cr (Liga

metalica de Niquel-Cromo). Erro padrdo das médias de dez medic¢bes sdo apresentados em

barras. "P<0,001, em comparacdo entre os materiais testados utilizando one-way ANOVA

com poés-teste de Tukey. **Diferenga significativa entre PF e Ni-Cr (p<0,01); “diferenca

significativa entre RAAQ e RAAQvV; RAAQ e RAAT nos dois testes (p<0,05).
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Figura 7. Imagens de topografia tridimensional obtidas por Microscopia de Forga Atémica
dos materiais confeccionados em porcelana feldspéatica (A); resina acrilica ativada
quimicamente (B); resina acrilica ativada quimicamente polimerizada & vacuo (C); resina
acrilica ativada termicamente (D); liga metalica de Niquel-Cromo (E). Area de varredura de

10x10 pm?.
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Figura 8. Analise ultraestrutural dos materiais sem aderéncia. A: ndo houve aderéncia do
isolado CAE sobre superficie de porcelana feldspatica (PF); B: ndo houve aderéncia do
isolado CAD sobre superficie da resina acrilica ativada quimicamente polimerizada a vacuo

(RAAQV).
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ARTIGO 2

ADERENCIA IN VITRO DE Candida albicans EM DIFERENTES MATERIAIS
DENTARIOS: ANALISE ULTRAESTRUTURAL E PADRAO DE EXPRESSAO DE

GENES ALS

RESUMO

A aderéncia de Candida albicans em superficie de implantes dentarios pode ser considerada
um fator predisponente para infecgdes da cavidade bucal como mucosite peri-implantar e
peri-implantite. No entanto o entendimento de sua expressdo genotipica ainda é limitado.
Neste estudo, foi avaliada a aderéncia in vitro e o padrdo de expressdao de genes ALS de
isolados bucais de C. albicans em diferentes materiais dentérios utilizados na confecccéo de
préteses sobre implantes. Foram utilizados seis isolados clinicos de C. albicans para a
avaliacdo da capacidade de aderéncia das leveduras sobre a superficie dos diferentes
materiais, producdo de biofilme, bem como o padrdo de expressdo de genes da familia ALS.
Os isolados avaliados apresentam eficiéncia quanto a formacéao de biofilme. Todos os isolados
apresentaram elevado potencial de aderéncia aos materiais confeccionados em resina
composta microhibridra com nanoparticulas e liga metélica de Niquel-Cromo, enquanto que
os menores valores de aderéncia foram observados nos materiais em porcelana feldspatica e
resinas acrilicas. Foi observado um padrdo complexo de expressdo de genes da familia ALS
por isolados em modelo de aderéncia in vitro em diferentes materiais dentarios. Considerando
os isolados individualmente, os transcritos mais frequentes em células aderidas aos diferentes
materiais avaliados foram dos genes ALS1, ALS2. A inducdo de determinados genes ALS, no
nosso caso ALS1 e ALS4, em funcdo do material no qual o isolado estava aderido foi isolado-

dependente; ja a repressdo de genes ALS7 e ALS9 parece ser dependente do material dentario,
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uma vez que em determinados tipos de materiais nenhum dos seis isolados analisados
produziram transcritos relacionados as adesinas Als7 e Als9. Os resultados obtidos no
presente estudo confirmam o potencial de aderéncia e consequente formacao de biofilme por
C. albicans de origem bucal. Entretanto a varia¢do no padrdo de expressdo dos genes ALS nos
diferentes materiais testados ocorreu de forma isolado-dependente. Desta forma, nossos dados
podem contribuir para o entendimento do processo da peri-implantite, corroborando com seu
carater multifatorial, sugerindo que este processo € dependente do material dentario utilizado
nos implantes, bem como da capacidade do micro-organismo em desenvolver a infec¢éo, via

expressao diferenciada de genes associados a patogénese.

Palavras chave: Candida albicans, materiais dentarios, aderéncia, genes ALS, RT-PCR.

INTRODUCAO

Alguns estudos tém demonstrado que tanto a qualidade quanto a quantidade de
biofilmes aderidos aos implantes dentéarios sdo importantes no seu sucesso a longo prazo. A
aderéncia inicial e a colonizacdo por micro-organismos na superficie de implantes sdo
consideradas a chave da patogénese das infeccbes microbianas (JANSSON et al., 2005;
MARCACCI et al., 2008), podendo levar a complicagdes bioldgicas dos implantes, como a
ocorréncia de mucosite peri-implantar e a peri-implantite (ALBREKTSSON; ISIDOR, 1994).
O papel da levedura Candida albicans na patogénese de lesdao peri-implantar esta associado a
sua caracteristica de micro-organismo oportunista (LEONHARDT et al., 2003; SHIBLI et al.,
2003). Superficies de proteses sobre implantes podem ser consideradas um reservatério
potencial de re-infeccdo da via oral por C. albicans, que por sua vez leva a candidiase oral

(BURGERS et al., 2010).
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C. albicans tem sido frequentemente isolada das superficies mucosas de
individuos saudaveis que, no entanto, pode tornar-se patogénica quando da ocorréncia de
fatores predisponentes. A presenca de leveduras na cavidade bucal humana adquire
importancia, uma vez que podem atuar como microbiota suplementar e em determinadas
situacdes ocasionar doenca bucal ou sistémica (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; COELHO
et al., 2004; WINGETER et al., 2007). Estudos recentes revelam que os implantes dentarios
podem ser considerados reservatorios potenciais desta espécie na cavidade bucal, que por sua

vez leva a candidiase oral (BURGERS et al., 2010).

Um dos atributos de C. albicans diretamente relacionado com patogenicidade
compreende a capacidade de aderéncia tanto em superficies bidticas quanto abidticas. A
familia de genes ALS (agglutinin-like sequence) codifica glicoproteinas de superficie celular
ligadas a glicosilfosfatidilinositol (GPI), as quais estdo envolvidas no processo de adesao
(CHANDRA et al., 2001; GARCIA SANCHEZ et al., 2004). Esta familia consiste de oito
proteinas denominadas Alsl-7 e Als9 codificadas pelos genes ALS1-7 e ALS9,
respectivamente. Alguns genes tém sido apontados como reguladores do processo de adeséo,
entre eles destaca-se os da familia ALS, que sdo diferencialmente regulados por diversas
condicOes fisiologicas, tais como alteracbes no meio de cultivo (HOYER et al., 1995, 1998),
formato celular (HOYER; HECHT, 2000) e estagio de desenvolvimento (HOYER et al.,

1998).

Vérias proteinas Als apresentam funcdo de adesinas numa variedade de condicOes
e substratos (SHEPPARD et al., 2004; ZHAO et al., 2006). A adesao € evento fundamental no
estabelecimento e desencadeamento do processo infeccioso. A colonizacdo das mucosas
garante a aproximacao e o contato inicial entre a parede celular da levedura e superficie da
célula do hospedeiro ou de superficies ndo bioldgicas como a dos materiais das proteses

(POLAQUINI et al., 2006).
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Apdbs a levedura aderir a superficie, outros micro-organismos podem interagir,
promovendo a formacédo de uma comunidade microbiana plural, em que ha uma dependéncia
metabolica de grau varidvel entre seus constituintes, caracterizando assim a estrutura

conhecida como biofilme (BARBIERE et al., 2007).

Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a aderéncia in vitro e
padrdo de expressdo de genes ALS de isolados bucais de C. albicans em diferentes materiais

dentarios utilizados na confecccédo de préteses sobre implantes.

MATERIAIS E METODOS
Isolados de Candida albicans

Neste estudo foram empregados seis isolados de C. albicans (CA12, CAQ07, CAE,
CAD, CAO04, CAJ) obtidos da cavidade bucal de individuos atendidos na Clinica de
Odontologia da Faculdade Inga, Maringa — Parana, e mantidos no estoque de leveduras do
Setor de Micologia Médica do Laboratorio de Ensino e Pesquisa em Analises Clinicas
(LEPAC) da Universidade Estadual de Maringd (UEM). Este estudo foi aprovado pelo
Comité Permanente de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (COPEP) da UEM sob
0 Parecer n°® 0092-11 e todos os procedimentos foram realizados de acordo com a Resolucao

466/12 CNS.

Obtencdo das amostras, cultura e identificacdo das leveduras isoladas

Amostras de saliva foram coletadas apds bochecho com 10 mL de agua mineral

durante 30 segundos e depositadas em tubos conicos. Posteriormente, foram centrifugadas a
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3000 g por 10 minutos e o sobrenadante descartado. Aliquotas de 10 pL do sedimento foram
semeadas com alga bacterioldgica na superficie do meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA)
(Difco, Detroit, USA), suplementado com cloranfenicol, incubadas a 37°C por 48-72 horas
para avaliagdo do numero de unidades formadoras de colénias (UFC). Foram realizadas
triagens por coloracdo das colonias crescidas em meio cromogénico CHROMagar®Candida
(CHROMagar Company, Paris, France). A seguir, as leveduras foram identificadas como C.
albicans baseando-se na micromorfologia em agar fuba (Oxoid, Basingstok, UK) acrescido de
Tween 80 a 1% (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil); prova do tubo germinativo; assimilacdo e
fermentacdo de carbono e nitrogénio segundo os metodos classicos (KURTZMAN & FELL,
1998). A identificacdo de C. albicans foi confirmada por PCR com o emprego de

oligonucleotideos iniciadores espécie-especificos (FURLANETO et al., 2011).

Materiais testados

Foram utilizados setenta e dois corpos de prova com dimensées 7 mm X 4 mm X
3,5 mm e area total de 129,32 mm? (Figura 1). Os corpos de prova foram confeccionados nos
seguintes materiais: Porcelana Feldspatica (PF) (VM7, Vita Zahnfabrikd, Bad Sackingen,
Alemanha); resina acrilica ativada quimicamente (RAAQ) (JET, Classico Artigos
Odontoldgicos Ltda, Brasil); resina acrilica ativada quimicamente polimerizada a vacuo
(RAAQV) (JET, Cléssico Artigos Odontoldgicos Ltda, Brasil); resina acrilica ativada
termicamente (RAAT) (VIPI CRIL, Dental Vipi Ltda, Brasil); resina composta microhibridra
com nanoparticulas (RC) (4 SEASONS, Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein) e Liga

metalica de Niquel-Cromo (Ni-Cr) (VERABOND II, AalbaDent Cordelia, USA).
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Formacéo de biofilme

A formacéo de biofilme in vitro dos seis isolados de C. albicans foi avaliada pelo
método descrito por Shin et al. (2002). A partir de uma cultura recente de cada isolado, em
SDA a 37°C por 18-24 horas, foi preparada uma suspensdo de leveduras em solucéo salina
estéril a 0,85% (SSE), ajustadas a uma concentragdo de 3,7x10" células/mL por meio da
contagem das células fangicas em cémara hematocitométrica de Neubauer (Improved
Chamber). Foram distribuidos 20 pL desta suspensdao em cada po¢o de uma microplaca de
poliestireno de 96 pocos (Nunclon; Delta, Nunc A/S, Roskilde, Denmark), complementando
com 180 pL de caldo Sabouraud Dextrose (Difco, Detroit, USA) contendo 8% de glicose.
Apds o periodo de incubacdo da microplaca, sob agitacdo continua a 70 rpm em Incubadora
Shaker Refrigerada (NT712; Novatécnica, Piracicaba, Brasil) a 37°C por 24 horas, a cultura
foi retirada cuidadosamente com pipeta Pasteur. Posteriormente, os pocos foram lavados trés
vezes com tampao salina fosfato (pH 7.2, 0.1 M) (Sigma Chemical Co., USA) para remogéo
das células fracamente ou ndo aderidas. Foi realizada leitura da densidade o6ptica (D.O.) a 405
nm em leitora de microplaca (Expert plus — ASYS, UK). Os valores de D.O. obtidos
representam, proporcionalmente, o numero de células aderidas ao poliestireno na forma de

biofilme. Os ensaios foram realizados em quadruplicata, em dias distintos.

Ensaio de aderéncia in vitro sobre diferentes materiais dentarios
Preparo da suspenséo de células

Para cada experimento os isolados foram cultivados em SDA a 37°C por 18-24
horas. Duas a trés coldnias de cada isolado foram suspensas em SSE em tubo de vidro

(13x100 mm), que foi submetido & agitacdo em vortex (AP56, Phoenix, Brasil). Em seguida,
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foram preparadas suspensdes com concentracdo de aproximadamente 1x10° células/mL por

contagem em camara de Neubauer.

Ensaio de aderéncia e quantificacdo do numero de células aderidas por unidades

formadoras de col6nias

A aderéncia das celulas fangicas foi determinada conforme descrito por Camacho

et al. (2007a), com modificagoes.

Para este ensaio foram utilizados trinta e seis corpos de prova, sendo um material
testado para cada isolado. Usando técnicas estritamente assépticas, 0s corpos de prova foram
colocados em tubo eppendorf contendo 1,0 mL da suspensdo previamente padronizada e
incubados a 37°C por 3 horas sob agitacdo continua de 120 rpm em Incubadora Shaker
Refrigerada. Apds incubacdo, 1,0 mL da suspensdo de células ndo aderidas (plactbnicas ou
livres) foi transferido para outro tubo eppendorf, sendo este considerado o controle do
experimento. Em seguida, 0s corpos de prova, que continuaram no mesmo tubo eppenorf,
foram lavados trés vezes com SSE para remogdo das células fracamente ou ndo aderidas. Com
auxilio de uma pinga, o corpo de prova foi transferido para outro tubo eppendorf contendo 1,0
mL de SSE e 0,5 g de pérolas de vidro (Roni Alzi, 1-2 mm de diametro). O tubo foi
submetido & agitacdo vigorosa em vortex por 30 segundos para remogdo das células aderidas
ao corpo de prova. 1,0 mL desta suspensdo de células aderidas foi repassado para outro
eppendorf e em seguida, 20 pL foi semeado em placa contendo SDA e incubada a 37°C por
24 horas. A quantificacdo das células aderidas foi determinada a partir da contagem do
namero de células viaveis e o resultado foi expresso em unidades formadoras de coldnias por
mm? (UFC/mm?). Cada um dos seis materiais foi avaliado com os seis isolados em ensaios

repetidos em dias distintos, os dados foram expressos em niimero médio (No.) de UFC/mm?.
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Avaliacéo do padréo de expressdo de genes da familia ALS (agglutinin-like sequence)

Genes de estudo e obtencédo de cDNA

Os oligonucleotideos relativos ao gene ALS foram os descritos por Green et al.
(2004) (Tabela 1). Aliquotas de 1 mL de células ndo aderidas (planctonicas ou livres) e de
células aderidas ao corpo de prova, resultantes do ensaio de aderéncia in vitro, foram
centrifugadas a 9.000 g por 3 minutos, e os sedimentos celulares foram submetidos a extracdo
de RNA utilizando-se o kit EZ-10 Spin Colums Total RNA Minipreps Super Kit (BIO BASIC

INC, Markham, Ontario, Canada), conforme instrucgdes do fabricante.

A transcricdo reversa foi realizada a partir de 1 ug de RNA total, de cada amostra,
previamente incubado a 65°C por 15 minutos e submetido a choque térmico em gelo por 2
minutos para desnaturacdo das estruturas secundarias. Posteriormente, a reacdo de RT-PCR
foi realizada em termociclador (Esco Swift Max Pro®, SWT-MXP-DLC-1) com uma mistura
de anelamento de Oligo (dT) e RNAse OUT, composta por: 0,6 pL de MgCl, (4 mM), 2 uL
de tampéo 10x, 4 pL de dNTP (200 uM), 4 puL de Oligo (dT) (0,4 uM), 0,05 pL de RNAse
OUT (4 U), e 0,05 uL transcriptase reversa M-ML V (0,5 U) (Invitrogen Life Tecnologies,
Carlsbad, CA, USA), 8 uL de RNA molde (500 ng) e 1,3 uL de agua ultrapura, totalizando 20

ML de reacdo. A mistura foi incubada a 42°C por 60 minutos em termociclador.

As reacOes de RT-PCR foram realizadas em volumes de 20 uL contendo 2 uL
de cDNA molde (5 ng/uL); 1 uL de cada par primer ALS (1 uM), 1 uL de MgCl; (1 mM),
0,25 uM de cada desoxinucleotideos (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) (Invitrogen), 0,1 uL de
Taqg polimerase (1 U) (Invitrogen) e com 2 uL de tampéo de reagéo apropriado. Todas as

reacOes foram submetidas ao seguinte programa de amplificagdo: 94°C por 5 minutos; 94°C
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por 30 minutos; 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos e 72°C, por um

periodo de 30 segundos em cada temperatura, e uma extensdo adicional 72°C por 7 minutos.

Os produtos de amplificacdo foram visualizados apds eletroforese em gel de
agarose 1% (Invitrogen) e corados com brometo de etidio. Como controle de peso molecular
foi usado 1 Kb plus DNA ladder (Invitrogen). A fotodocumentacdo em gel foi realizada no

Loccus Biotecnologia (LTB/2004, Programa LPIX ST, Brasil).

As reacOes que apresentaram auséncia de amplificacdo ou ocorréncia de
amplicons em baixas concentragdes foram submetidas a um segundo ciclo de amplificagéo,

sendo empregado como molde o préprio produto de amplificag&o.

Aderéncia in vitro em materiais dentarios por microscopia eletrénica de varredura

Para a andlise ao nivel ultraestrutural, empregando microscopia eletronica de
varredura (MEV), foram utilizados trinta e seis corpos de prova, sendo um material testado
para cada isolado, incubados a 37°C por 12 horas em 1,0 mL da suspensdo previamente
padronizada (1,0x10" células/mL) sob agitacdo continua a 120 rpm em Incubadora Shaker
Refrigerada. Em seguida, foram realizadas lavagens com SSE, para a remocdo das células

fracamente ou ndo aderidas.

As células fangicas aderidas aos corpos de prova foram fixadas com solucéo de
glutaraldeido 2,5% dissolvido em tampéo fosfato 0,1 mol/L a 4°C, por aproximadamente 18
horas e pds-fixadas com solugdo de tetroxido de 6smio 1% em tampéo fosfato 0,1 mol/L. O
material foi desidratado com série alcodlica de concentracdo crescente, seco ao ponto critico

(Critical Point Dryer SDC 030 - BALTEC), recoberto com uma camada de ouro (Sputter
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Coater SDC 050 - BALTEC) e observado ao microscopio eletronico de varredura (FEI

Quanta 200) da Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina — Parana.

Analises estatisticas

Para avaliar possiveis diferencas na quantidade de células fungicas aderidas aos
corpos de provas e na producdo de biofilme sobre superficie de poliestireno, foram
empregados os testes de analise de variancia One-way ANOVA e Tukey para comparacoes
entre os diferentes materiais dentarios e entre os isolados de C. albicans, analisadas pelo
software Graph Pad Prism® versdo 5.0 (Graph Pad Software Inc.). Foram considerados

significativos valores de p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Formacéo de biofilme por isolados de C. albicans obtidos da cavidade bucal

Inicialmente, os isolados de C. albicans foram avaliados quanto a capacidade de
formacéo de biofilme sobre superficie de poliestireno. Como observado na Figura 2, todos 0s
isolados (CA12, CA07, CAE, CAD, CA04, CAJ) formaram biofilme ap6s 24 horas de

incubacéo.

Considerando as médias, dos quatro ensaios realizados para cada isolado, 0s
valores da leitura em absorbancia (405 nm) variaram proporcionalmente, quanto ao nimero
de células aderidas ao poliestireno na forma de biofilme. Entre os isolados estudados
observou-se que 16,7% (n=1) apresentou média da absorbancia de 0,679 nm revelando alta
capacidade de formar biofilme; 50% (n=3) a média variou de 0,134 a 0,257 nm e 33,3%
(n=02) apresentou variagdo entre 0,049 a 0,051 nm evidencializando os menores valores de

producéo de biofilme.
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Observou-se diferengas significativas entre os isolados CA12 e CAE; CAOQ7 e
CAE; CAD e CA04 (p<0,05), e CAE e CA04 (p<0,01), sendo que estes apresentaram
potencial de formacao de biofilme significativamente inferior ao do isolado CAJ. Este isolado
apresentou os maiores valores dde formacdo de biofilme sobre poliestireno (p<0,001) nas
condicdes testadas. N&@o foi observada diferenca significativa na producédo de biofilme entre os

isolados CA12 e CA07; CAE e CAD (p>0,05) (Figura 2).

A aderéncia microbiana é uma caracteristica importante na fisiopatogenia de
varias doencas infecciosas como a candidiase oral e peri-implantite, sendo esta doenca bucal
instalada a partir da formacao do biofilme que € uma comunidade microbiana séssil, composta
por células fortemente aderidas a um substrato ou umas as outras, e embebidas em uma matriz
polimérica extracelular, secretada pelas préprias células (revisado por DOLAN;
COSTERTON, 2002; PYE et al., 2009; LI et al., 2012). A metodologia de formacdo de
biofilme empregada neste estudo é de facil execucdo e alta reprodutibilidade. Também ¢é
indicada para estudos comparativos, considerando que a leitura é realizada em 24 horas, em
que a capacidade de aderéncia é irreversivel. O estagio final do desenvolvimento do biofilme
é a maturacdo, quando ocorre menor crescimento das leveduras e elevado crescimento das
hifas. Nesta fase ocorre o envolvimento do biofilme pela matriz polimérica extracelular, que
em sua composic¢do inclui: carboidratos, proteinas, fésforo, glicose e hexosaminas (BAILLIE;

DOUGLAS, 2000; BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006).

C. albicans é a espécie mais frequentemente isolada na cavidade bucal humana
(COELHO et al., 2004; WINGETER el al., 2007). Segundo Ramage (2002), ocorre em 10 a
50% dos individuos sadios. Estes dados ajudam a reforcar a escolha dos isolados do presente

estudo que também sdo de individuos saudaveis.

Neste estudo, os isolados apresentaram eficiéncia quanto & formagao de biofilme

sobre poliestireno, dados estes compativeis aos observados por outros autores (SHIN et al.,



96

2002; LI et al., 2003) que relataram alta frequéncia na formacdo de biofilme entre as
leveduras isoladas da cavidade bucal. Essa caracteristica poderia justificar a alta frequéncia de
C. albicans tanto em colonizagéo da cavidade bucal (COELHO et al., 2004; WINGETER et
al., 2007) quanto relacionada a etiologia de candidiase oral e peri-implantite
(ALBREKTSSON; ISIDOR, 1994; COELHO et al.,, 2004; BURGERS et al., 2010) ou

sistémica (COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

Aderéncia in vitro em materiais dentarios: quantificacdo e ultraestrutura

A figura 3 mostra os dados relativos a quantificacdo de células aderidas nos
diferentes materiais dentarios, expressa em termos de UFC/mm?. Todos os isolados foram
capazes de aderir aos materiais testados, exceto os isolados CAE e CAD que ndo aderiram aos

materiais PF e RAAQv, respectivamente.

No geral, os menores valores de células aderidas foram observados para 0s
isolados CAQ7 e CAE em quatro materiais (PF, RAAQ, RAAQv e RAAT) dos seis testados,
No.= 956,93 e 966,59 UFC/mm?, respectivamente (p>0,05). Enquanto o isolado CA04 foi o
gue apresentou os maiores valores de células aderidas, nos mesmos materiais testados (No.=

2.281,16 UFC/mm?), exceto em RAAT (p<0,05).

Analise comparativa entre os isolados revelou maior capacidade de aderéncia do
isolado CAO4 aos materiais PF, RAAQ e RAAQV; o isolado CAD foi 0 que mais aderiu ao
material RAAT e o CAJ foi o isolado com maior potencial de adesdo aos materiais RC e Ni-
Cr (Figura 3), (p<0,001). Ilustrando estes resultados, a figura 4 mostra o perfil de adeséo e de
diferenciacdo celular ao nivel ultraestrutural dos isolados que apresentaram maiores

eficiéncias de adesdo nos seis materiais testados apds 12 horas de incubac&o.



97

Todos os isolados analisados apresentaram maior adesdo (No. de células
aderidas/mm?) sobre os materiais confeccionados em RC e Ni-Cr, estes dados sdo ilustrados
nas figuras 5 e 6. No entanto, os isolados CA04 e CAJ foram 0s Unicos que apresentaram o
maior nimero de células aderidas sobre o material Ni-Cr (8.900,62 e 9.665,94 UFC/mm?,
respectivamente) (p<0,001) e diferenciacdo celular em formas filamentosas como mostrado

na figura 6.

A anélise por MEV evidenciou diferencas entre os isolados quanto ao formato
celular (Figuras 4, 5 e 6). Neste estudo, o isolado CA04 foi escolhido para a avaliagdo do
perfil de aderéncia e diferenciagdo celular ao nivel ultraestrutural, por apresentar uma
guantidade de células aderidas superior a dos demais isolados sobre os diferentes materiais
testados. Nos materiais PF, RAAQ, RAAQv foram verificados blastoconideos
predominantemente ovalados, além de presenca de tubo germinativo (Figura 4); as mesmas
formas foram observadas no material confeccionado em RC, no entanto, observa-se presenca
de material extracelular de aspecto granular recobrindo as células (Figura 5). Ja na figura 6,
verifica-se predominio de blastoconideos, em menor quantidade tubos germinativos e formas

filamentosas sobre a liga metalica de Ni-Cr (Figura 6).

Na figura 6 observa-se variagdo no perfil de aderéncia e diferenciacdo celular
entre os isolados sobre a liga metalica de Ni-Cr. Células dos isolados CA12, CA07 e CAD
apresentaram-se como blastoconideos (presenca abundante de blastoconideos CAD — RAAT,
Figura 4); observa-se ocorréncia de aglomerados de células blastoconidiais e ligacdo entre as
células do isolado CAE. Os isolados CA04 e CAJ apresentaram predominantemente
blastoconideos, no entanto, foi também observada diferenciacdo celular em tubos

germinativos (CAJ — RC, Figura 4) e menor quantidades de pseudo-hifas e hifas.
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Entre todos os materiais, o confeccionado em RC é o que apresenta maiores
irregularidades e depressGes em toda sua superficie, evidenciado por MEV, o que muito
provavelmente auxilia no processo de adesdo das celulas fungicas. A figura 5 mostra a
presenca de material extracelular conectando células aderidas sobre RC. Além disso, pode-se
observar abundancia de material extracelular tipo floculento ou granular distribuido ao redor
das células. Observa-se ainda que neste material os isolados CA04 e CAJ apresentam
quantidades de células aderidas significativamente superiores aos demais isolados (6.572,84 e

8.119,39 UFC/mm?, respectivamente) (p<0,001), conforme figura 3.

Por meio do ensaio de aderéncia in vitro e quantificagdo do nimero de células
aderidas por UFC/mm?, observou-se que todos os isolados bucais de C. albicans foram
aderentes aos materiais testados. No entanto, o potencial de aderéncia foi varidvel entre os
isolados analisados. Considerando que para o ensaio foi utilizada uma suspenséo inicial de
1x10" células/mL, dois isolados entre os seis testados (33,3%) apresentaram menores
capacidades de adesdo (9,6 x 10> UFC/mm?). Este fato foi evidenciado também por meio de
MEV, em que observou-se variacdo no padrdo de aderéncia e diferenciacdo celular entre os
isolados de forma isolado-dependente. Tem sido relatado que a diferenciacdo de células
blastoconidiais de C. albicans em formas filamentosas esta relacionada ao aumento de seu

potencial de viruléncia (CARLISLEA et al., 2008; THOMPSON, et al., 2011).

Os ensaios de aderéncia e formacao de biofilme foram avaliados em trés tempos
distintos: 3, 12 e 24 horas de incubacdo a 37°C, sob agitacdo continua. Nosso estudo foi
baseado em experimentos realizados por Camacho et al. (2007a; 2007b), que relataram que o
evento inicial da aderéncia sobre superficie abiotica ocorre ap6s 3 horas de incubacéo, 12
horas observa-se a fase mais avancada do processo de adesdo, em que obtem-se a formacéo de

microcolonias, enquanto que em 24 horas foi observada a formacéo de biofilme.
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Devido a importancia e significancia da aderéncia, na colonizacdo e ou infeccéo,
estudos in vivo e in vitro tém sido desenvolvidos para quantificar e caracterizar a aderéncia de
C. albicans a superficies celulares e inanimadas (KING et al., 1980; RADFORD et al., 1998;
JABRA-RIZKI et al., 2001; PANAGODA et al., 2001; SHIN et al., 2002; HE et al., 2006;
BARBIERI et al., 2007; CAMACHO et al., 2007a; CAMACHO et al., 2007b; LIMA-NETO
et al., 2009; SILVA et al., 2009; BURGERS et al., 2010; LI et al., 2012; MONTEIRO et al.,
2014). A adesdo de C. albicans a superficies mucosas tém sido demostrada como um
importante passo no processo infeccioso, particularmente na cavidade oral e mucosa vaginal
(JABRA-RIZKI et al., 2001; CONSOLARO et al., 2004; TOTTI et al., 2004; TAGUTI et al.,

2005; HARRIOTT et al., 2010).

Embora seja dificil distinguir a contribuicdo das diferentes morfologias de C.
albicans na expressdo de genes, existem estudos que revelam que C. albicans na forma de
hifas tem capacidade de escapar as células fagociticas. No entanto, C. albicans na forma de
levedura tem maior capacidade de se disseminar na corrente sanguinea, garantindo a sua

sobrevivéncia (SUDBERY et al., 2004; BERMAN, 2006).

Padréo de expressao de genes da familia ALS

Neste estudo, foi empregada a metodologia de RT-PCR para avaliar a expresséo
de genes da familia ALS (ALS1-7 e ALS9) por isolados bucais de C. albicans durante o ensaio
de aderéncia in vitro sobre diferentes tipos de materiais dentarios. Foi realizada analise
qualitativa, evidenciando presenca ou auséncia de transcritos dos genes ALS em células
aderidas e células plancténicas de C. albicans. No geral, a frequéncia de transcritos dos
diferentes genes ALS variou em funcdo do isolado avaliado bem como do tipo de material

testado (Tabelas 2 e 3).
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A tabela 2 traz as frequéncias, dadas em porcentagens, da expressdo dos genes
para cada isolado individualmente, tanto em células aderidas quanto em células plancténicas,
levando em conta todos os materiais testados. As frequéncias genotipicas em células aderidas
foram ALS1 92,0%, ALS2 88,9%, ALS3 58,0%, ALS4 61,0%, ALS5 36,0%, ALS6 61,0%,
ALS7 13,9% e ALS9 22,2%. J& em células plancténicas foram ALS1 94,0%, ALS2 100,0%,
ALS3 83,0%, ALS4 94,0%, ALS5 83,0%, ALS6 97,0%, ALS7 77,8% e ALS9 94,4%. Os
transcritos foram mais frequentes em células plancténicas para todos os genes da familia ALS.
As maiores diferencas nas frequéncias genotipicas em células planctonicas comparativamente
a celulas aderidas foram observadas para o gene ALS9 seguido do gene ALS7. J& o gene ALS1

ocorreu em frequéncias similares em células planctonicas e aderidas.

Transcritos do gene ALS1 foram observados tanto em células aderidas quanto nas
células planctdnicas dos isolados CA012, CA07 e CA04 em todos os materiais testados. Para
os demais isolados (CAE, CAD e CAJ) a ocorréncia de transcritos foi variavel em fungéo do

material testado.

Transcritos do gene ALS2 foram observados tanto em células aderidas quanto nas
células planctonicas dos isolados CA12 e CAE em todos os materiais testados. Os demais
isolados apresentaram transcritos de ALS2 em 100,0% das células planctdnicas, enquanto que
em células aderidas a ocorréncia de transcrito foi de 83,3% para os isolados CA07 e CAJ e

66,6% para o isolado CAD.

Quanto ao gene ALS3, para os isolados CA12 e CAOQO7 foram observados
transcritos em 100,0% das células aderidas bem como em células planctonicas. Os demais
isolados apresentaram transcritos em menor frequéncia nas células aderidas. Os menores
valores de transcritos de ALS3 foram observados para o isolado CAE, tanto em células

aderidas (16,6%) quanto em ceélulas plancténicas (50,0%).
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Para os demais genes (ALS4, ALS5, ALS6, ALS7 e ALS9) ndo foi observada
expressao em 100,0% das celulas aderidas para nenhum dos isolados testados. Quanto aos
transcritos desses genes, da mesma forma que o observado para o gene ALS3, os transcritos
em menor frequéncia foram observados nas células aderidas. O isolado CAJ foi o que
apresentou a menor frequéncia de transcritos de ALS4 tanto em células aderidas (50,0%)
quanto em células plancténicas (83,3%). Ja quanto ao gene ALS5, as menores frequéncias
foram observadas para o isolado CA04 (16,6% para células aderidas e 50,0% para células

planctonicas).

Os genes ALS7 e ALS9 foram os Unicos nos quais ndo observou-se transcritos por
células aderidas. Para o isolado CA04 ndo foi observado transcritos em ambos genes. Para o
isolado CAJ ndo foram observados transcritos de ALS7 e para CAD ndo foram observados

produtos de transcri¢do de ALS9, em todos os materiais testados.

Estes dados permitem concluir que as frequéncias de transcricao de genes ALS em
células aderidas foram relativamente baixas, com excecdo aos genes ALS1 e ALS2,
comparativamente ao observado para células plancténicas em que a maioria dos genes
apresentou frequéncia de expressdao acima de 80,0%. Além disso, os dados demonstram

variabilidade entre isolados quanto a expressao de genes ALS nas condicGes testadas.

A Tabela 3 traz as frequéncias, dadas em porcentagens, da expressao de genes
ALS pelos isolados levando em conta os materiais testados individualmente. Nos diferentes
materiais testados, as frequéncias de transcricdo de genes ALS (ALS1-7 e ALS9) foram
superiores em células plancténicas (ndo associadas aos materiais) comparativamente ao
observado para células aderidas, com exce¢do ao material confeccionado em liga metalica de
Ni-Cr, onde a frequéncia de transcritos do gene ALS1 foi de 100,0% em células aderidas e

83,3% em células planctdnicas. Este dado é decorrente do resultado obtido para o isolado CAJ
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em que foi observado transcrito de ALS1 somente nas células aderidas, sugerindo a sua

inducdo por componentes do material testado (Figura 7).

A frequéncia de expressdao de ALS1 foi de 100,0% tanto para células aderidas
guanto para plancténicas, nos materiais constituidos por PF, RAAQ e RAAT. Ja os materiais
confeccionados em RAAQV e RC a frequéncia de expressdo de ALS1 foi variavel, sendo 0s

menores valores observados no material de RAAQv.

Perfil distinto de expressdo foi observado para o gene ALS2. Frequéncia de
expressao de 100,0%, tanto para células aderidas quanto as planctonicas, foi observada nos
materiais constituidos por PF, RAAQ, RAAT e RC. Nos materiais confeccionados em
RAAQV e liga metélica de Ni-Cr ndo foi observado transcritos de ALS2 em células aderidas
de pelo menos um isolado (CA0O7 — RAAQv e CAD e CAJ - Ni-Cr) sugerindo que
componentes destes materiais dentarios possam inibir a transcricdo deste gene nas células

aderidas de forma isolado-dependente.

A expressdo dos genes ALS3, ALS4, ALS5 e ALS6 foram variaveis nos diferentes
materiais testados, tanto em células aderidas quanto em células plancténicas. Quanto aos
genes ALS3 e ALS4, a menor frequéncia de transcritos foi observada em células aderidas ao
material confeccionado em liga metélica de Ni-Cr (33,3%). Nos demais materiais, as
frequéncias minimas de transcritos destes genes foram de 50,0%. Embora a maioria das
frequéncias de transcricdo desses genes tenham sido superiores ou iguais em células
planctdnicas a de células aderidas, no material constituido de RAAQv, um dos isolados
(CA04) expressou ALS4 somente nas células aderidas, sugerindo que para este isolado, o
produto génico de ALS4 (Als4) pode estar relacionado com a adeséo neste material, sendo

induzido por componentes do mesmo (Figura 7).

As menores frequéncias de transcritos foram observadas para os genes ALS5,
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ALS7 e ALS9 em celulas aderidas em todos os materiais testados. Ressalta-se que nenhum
transcrito de ALS7 foi observado em células aderidas a quatro dos seis materias testados
(RAAQ, RAAQv, RAAT e RC). Ja quanto ao gene ALS9 ndo foi observado transcritos por
células aderidas aos materiais RAAQ e RAAQv (Tabela 4). Estes dados sugerem que a
interacdo das células fungicas com estes materiais resultou na inibicdo desses genes ao nivel

transcricional, sendo esta uma caracteristica comum a todos os isolados testados.

Considerando os isolados individualmente, os transcritos mais frequentes em
células aderidas aos diferentes materiais testados foram dos genes ALS1, ALS2; ja
considerando os materiais individualmente, a frequéncia de transcritos obtidos por células
aderidas dos diferentes genes ALS, foi mais variavel em funcdo do material. No entanto, nos
seis materais testados, observou-se que o isolado CA04 expressou 0s genes ALS1, ALS2 por
células aderidas, sugerindo que estes genes podem estar relacionados com a aderéncia aos
materiais estudados. Estes dados estdo correlacionados aos maiores valores de células
aderidas, expresso em UFC/mm?, obtidos pelo ensaio de aderéncia in vitro bem como ao

perfil ultraestrutural de células na superficie dos materiais testados.

As menores frequéncias de transcritos, observadas para os genes ALS6, ALS7 e
ALS9 em células aderidas nos materiais dentarios, concordam com o relatado por Green
(2004), que também observou menor expressao de ALS6 e ALS7 em células de biofilme sobre

prétese acrilica.

Né&o foram verificados transcritos dos genes ALS7 e ALS9 em células aderidas de
nenhum dos seis isolados testados, em dois materiais testados RAAQ e RAAQv,
simultaneamente (Tabela 4). Segundo GROOT et al. (2013), a expressdo destes genes tem

sido avaliada em superficies abidticas como vidro e plastico, semelhantemente ao presente
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estudo, uma vez que as resinas testadas sdo quimicamente classificadas como materiais

plasticos e a porcelana avaliada como vidro.

Apesar dos grupos representados por RAAQ e RAAQv serem formados pelo
mesmo material com alteragdo somente no modo de polimerizagdo, a RAAQ é polimerizada
nas condi¢cdes do ar atmosférico e a RAAQV € polimerizada & vacuo (CAMACHO et al.,
2014). Por meio de MEV foi evidenciado que a superficie do material polimerizado a vacuo é
mais irregular comparativamente ao do material RAAQ, embora nédo tenha havido variagdo no

namero de células aderidas nestes materiais.

O envolvimento de alguns genes no processo de adesdo, formacdo e
desenvolvimento de biofilme parece estar bem estabelecido (RAMAGE et al.,, 2004,
NOBILE; MITCHELL, 2006). Entre os varios grupos de genes envolvidos neste fenotipo,
constatou-se que os da familia ALS presentes em C. albicans e especies relacionadas
desempenham papel chave neste processo, por codificar proteinas com caracteristicas de
glicoproteinas de adesdo a superficie da célula (HOYER; PAYNE; HECHT, 1998; HOYER et
al., 1998). Ja foi demonstrado que genes ALS apresentam expressdo aumentada durante a
formacéo de biofilme (CHANDRA et al., 2001; GARCIA-SANCHEZ et al., 2004; GREEN et

al., 2004; O’CONNOR et al., 2005).

Em C. albicans, as adesinas conferidas pelos genes ALS sdo responsaveis pela
aderéncia da levedura a superficies abidticas e células do hospedeiro (GARCIA et al., 2011).
Vérios modelos de infecgdo revelaram que a expressdo dos genes ALS é sitio dependente
indicando fungbes proteina-especificas. Por exemplo, segundo a literatura, adesina Als3
desempenha papel importante na adesdo de células do epitélio bucal, sendo também associada
a dano epitelial subsequente e inducdo de citocinas epiteliais (MURCIANO et al., 2012). A

expressdo do gene ALS3 é regulada durante a infeccdo in vitro de células do epitélio bucal
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(NAGLIK et al., 2011; WACHTLER et al., 2011). J4 a participacdo das adesinas Als1, Als2 e
Als5 na patogénese de C. albicans foi demonstrada empregando-se modelos de infec¢do em
camudongos e epitélio bucal humano reconstituido (ALBERTI-SEGUI et al., 2004; ZHAO et
al., 2004; ZHAO et al., 2005; ZHAO et al., 2006). Em outros estudos, o papel do produto do
gene ALS1 na aderéncia das C. albicans as células humanas, Fu et al. (1998; 2008)
constataram que o gene ALS1 codifica uma proteina de superficie celular responsavel pela

aderéncia as células endoteliais e epiteliais.

No geral, os dados obtidos nesta pesquisa demonstram um padrdo complexo de
expressao de genes da familia ALS por isolados bucais de C. albicans em modelo de aderéncia
in vitro em diferentes materiais dentérios utilizados nas préteses sobre implantes. A inducdo
de determinados genes ALS, no nosso caso ALS1 e ALS4, em fungdo do material no qual o
isolado estava aderido foi isolado-dependente; ja a repressao de genes ALS7 e ALS9 parece ser
dependente do material testado, uma vez que em determinados tipos de materiais nenhum dos

seis isolados analisados produziram transcritos relacionados as adesinas Als7 e Als9.

Os resultados obtidos no presente estudo confirmam o potencial de aderéncia e
consequente formacéo de biofilme por C. albicans de origem bucal. Entretanto a variacdo no
padrdo de expressdao dos genes ALS nos diferentes materiais testados ocorreu de forma
isolado-dependente. Desta forma, nossos dados podem contribuir para o entendimento do
processo da peri-implantite, corroborando com seu carater multifatorial, sugerindo que este
processo € dependente do material testado utilizado nos implantes, bem como da capacidade
do micro-organismo em desenvolver a infeccdo, via expressao diferenciada de genes

associados a patogénese.
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Tabela 1. Oligonucleotideos que foram empregados nas analises da expresséo dos genes ALS

de Candida albicans

Gene Oligonucleotideo Sequéncia (5" — 3") Produto PCR
tamanho (pb)

ALS1 RTALSI1F GAC TAG TGA ACC AAC AAATACCAGA 318
RTALSIR CCA GAA GAA ACA GCA GGT GA
ALS2 RTALS2F CCA AGT ATT AAC AAA GTT TCA ATC 366
ACT TAT
RTALS2R TCT CAATCT TAAATT GAACGG CTT AC
ALS3 RTALS3F CCACTT CACAAT CCCCATC 342
RTALS3R CAG CAG TAG TAG TAA CAG TAG TAG
TTTCATC
ALS4 RTALS4AF CCC AGT CTT TCA CAA GCA GTA AAT 356
RTALS4R GTA AAT GAG TCATCA ACA GAA GCC
ALS5 RTALSS5F ALT TGACTACTT CCAGATTTATGCCGAG 318
RTALS5R ALT ATT GAT ACT GGT TAT TAT CTG AGG
GAG AAA
ALS6 RTALS6F GAC TCC ACA ATC ATC TAG TAG CTT 152
GGTTT
RTALS6R2 CAATTGTCACATCATCTTTTIGTTGC
ALS7 RTALS7F GAA GAG AAC TAG CGT TTG GTC TAG 206
TTGT
RTALS7R2 TGG CAT ACT CCAATCATTTATTTCA
ALS9 RTALSOF2 CCATAT TCA GAA ACA AAG GGT TC 198

RTALS9R2 AAC TGA AACTGC TGG ATT TGG
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Tabela 2. Porcentagem da expresséo dos genes ALS por isolados de Candida albicans

Isolado ALS1 ALS2 ALS3 ALS4 ALS5 ALS6 ALS7 ALS9
No. total (%)

CA12

A 100,0 100,0 100,0 83,3 66,6 83,3 33,3 66,6
P 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 83,3 100,0
CA07

A 100,0 83,3 100,0 50,0 66,6 33,3 16,6 33,3
P 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
CAE

A 83,3 100,0 16,6 50,0 16,6 33,3 16,6 16,6
P 83,3 100,0 50,0 100,0 83,3 83,3 66,6 66,6
CAD

A 66,6 66,6 16,6 66,6 16,6 66,6 16,6 0,0
P 100,0 100,0 66,6 100,0 66,6 100,0 83,3 100,0
CA04

A 100,0 100,0 50,0 66,6 16,6 66,6 0,0 0,0
P 100,0 100,0 100,0 83,3 50,0 100,0 66,6 100,0
CAJ

A 100,0 83,3 66,6 50,0 33,3 83,3 0,0 16,6
P 83,3 100,0 83,3 83,3 100,0 100,0 66,6 100,0

A: células aderidas aos materiais testados; P: células planctonicas ou livres.
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Tabela 3. Porcentagem da expressdo dos genes ALS por isolados de Candida albicans e entre

os diferentes materiais testados

Material ALS1  ALS2 ALS3 ALS4 ALS5  ALS6 ALS7  ALS9
No. total (%)

PF

A 100,0 100,0 50,0 66,6 33,3 83,3 50,0 50,0

P 100,0 100,0 100,0 100,0 66,6  100,0 83,3 100,0

RAAQ

A 100,0 100,0 66,6 50,0 33,3 50,0 0,0 0,0

P 100,0 100,0 83,3 100,0 100,0  100,0 100,0 83,3

RAAQv

A 66,6 66,6 66,6 66,6 33,3 50,0 0,0 0,0

P 83,3 83,3 100,0 83,3 83,3 100,0 100,0 83,3

RAAT

A 100,0 100,0 66,6 83,3 50,0 83,3 0,0 16,6

P 100,0 100,0 83,3 100,0 100,0  100,0 66,6  100,0

RC

A 83,3 100,0 66,6 66,6 33,3 50,0 0,0 33,3

P 100,0 100,0 66,6 100,0 66,6 83,3 50,0  100,0

Ni-Cr

A 100,0 66,6 33,3 33,3 33,3% 50,0 33,3 33,3

P 83,3 100,0 66,6 83,3 83,3%  100,0 66,6  100,0

PF: Porcelana Feldspatica (VM7, Vita Zahnfabrikd, Bad Sackingen, Alemanha); RAAQ:

resina acrilica ativada quimicamente (JET, Classico Artigos Odontoldgicos Ltda, Brasil);

RAAQV: resina acrilica ativada quimicamente polimerizada a vacuo (JET, Classico Artigos

Odontoldgicos Ltda, Brasil); RAAT: resina acrilica ativada termicamente (VIPI CRIL, Dental

Vipi Ltda, Brasil); RC: resina composta microhibridra com nanoparticulas (4 SEASONS,

Ivoclar Vivadent,

(VERABOND 11, AalbaDent Cordelia, USA).

A: células aderidas aos materiais testados; P: células planct6nicas ou livres.

Schaan,

Liechtenstein) e Ni-Cr:

Liga metélica de Niquel-Cromo
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Tabela 4. Padrdo da expressdo dos genes ALS7 e ALS9 em células aderidas e células

planctonicas, por isolados de Candida albicans

Material Isolado Célula fungica ALS7 ALS9
RAAQ CA07 Aderida - -
Planctbnica + +
CAl12 Aderida - -
Plancténica + +
CA04 Aderida - -
Plancténica + +
CAE Aderida - -
Planctbnica + -
CAD Aderida - -
Plancténica + +
CAJ Aderida - -
Plancténica + +
RAAQv CA07 Aderida - -
Planctbnica + +
CAl12 Aderida - -
Plancténica + +
CA04 Aderida - -
Planctonica + +
CAE Aderida - -
Planctonica + -
CAD Aderida - -
Plancténica + +
CAJ Aderida - -
Planctbnica + +

RAAQ: resina acrilica ativada quimicamente; RAAQV: resina acrilica ativada quimicamente

polimerizada a vécuo.
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materiais.
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Figura 2. Formacdo de biofilme sobre superficie de poliestireno por isolados de Candida
albicans obtido através da leitura em absorbancia a 405 nm em leitora de microplaca, apos
24 horas de incubacdo. As barras de erro indicam o desvio padrdo por ensaio em

quadruplicata. *Diferenca estatisticamente significativa entre os isolados (p<0,001).
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Figura 3. Nimero de células aderidas, expressos em UFC/mm?, nos materiais testados por
ensaios de aderéncia in vitro dos seis isolados de Candida albicans, ap6s 3 horas de
incubacdo. “Diferencas significativas (p<0,001) quando comparamos a aderéncia entre os
isolados. “As diferencas sdo estatisticamente significativas entre os isolados sobre resina

acrilica ativada quimicamente polimerizada a vacuo (p<0,05).
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Figura 4. Analise ultraestrutural de células de Candida albicans aderidas nos diferentes
materiais dentarios ap0s incubacdo por 12 horas. (A) Isolado CA04 aderido sobre porcelana
feldspatica, (B) isolado CA04 aderido sobre resina acrilica ativada quimicamente, (C) isolado
CAO04 aderido sobre resina acrilica ativada quimicamente polimerizada a vacuo, (D) isolado
CAD aderido sobre resina acrilica ativada termicamente, (E) isolado CAJ aderido sobre resina
composta microhibridra com nanoparticulas e (F) isolado CAJ aderido sobre liga metélica de

Niquel-Cromo. As barras representam 20um.
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Figura 5. Andlise ultraestrutural de isolados de Candida albicans aderidos sobre a resina
composta microhibridra com nanoparticulas, apos incubacéo de 12 horas. (A) isolado CA12,
(B) isolado CA07, (C) isolado CAE, (D) isolado CAD, (E) isolado CA04 e (F) CAJ. Observa-

se matriz extracelular granular (insertes). As barras representam 20um.
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Figura 6. Variagdo no padréo de aderéncia e diferenciacdo celular dos isolados de Candida
albicans sobre a liga metalica de Niquel-Cromo. Blastoconideos dos isolados CA12 (A),
CAO07 (B), CAD (D); blastoconideos aderidos em grumos e ligagdo entre as leveduras (seta),
representado pelo isolado CAE (C) e formas filamentosas observadas nos isolados CA04 (E)

e CAJ (F). As barras representam 20um.
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Figura 7. Triagem de transcritos de ALS1 (RTALS1F e RTALSI1R) e ALS4 (RTALS4F e
RTALS4R) através da técnica RT-PCR. A presenca de transcritos dos genes ALS1 e ALS4
sdo caracterizadas pela observacdo de uma banda de 318 pb e uma de 356 pb,
respectivamente, tanto em ceélulas aderidas quanto em células plancténicas. (A) ALS1-
presenca da banda em células aderidas do isolado CAJ (liga metélica de Niquel-Cromo) e
auséncia da banca em células planctonicas. (B) ALS4 — presenca da banda em células
aderidas do isolado CAO04 (resina acrilica ativada quimicamente polimerizada a vacuo) e
auséncia da banca em células plancténicas. 1- Controle de peso molecular 1 Kb plus DNA
ladder; 2-13 triagem de transcritos de ALS1 dos isolados bucais de Candida albicans
(CA12, CA07, CAE, CAD, CA04 e CAJ); 14-25 triagem de transcritos de ALS4 dos

mesmos isolados.
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Abstract

Objective: To evaluate the virulence potential of Candida albicans isolated from the oral
cavity of elderly users of dental prosthesis and to associate the findings to the presence of oral
candidiasis (OC).

Materials and methods: C. albicans obtained from the oral cavity of 70 volunteers were
evaluated for hydrophobicity, biofilm formation, germ tube (GT) production, adherence on
buccal epithelial cells (BEC) and on thermally activated acrylic resin (TAAR).

Results: C. albicans from lesions were hydrophilic, produced little biofilm and had little
adherence to TAAR. Nevertheless, they were efficient in adhering to BEC and produce GT.
Moreover, isolates from colonization were hydrophobic and efficient in forming biofilm as
well as adhere to TAAR. However, they produce more GT and adhere well to BEC. There
was no correlation between biofilm formation, size and percentage of GT, indicating that
these virulence factors are expressed independently. A correlation between adherence to BEC
and the size and percentage of GT was detected. Thus, it seems that the high capacity to
invade tissues and give yeast greater adherence to BEC surfaces, is closely associated with the
germ GT.

Conclusions: The virulence potential of oral C. albicans is isolated dependent and it is clear
that yeast play an important and essential role in the pathogenesis of OC.

Clinical relevance: Recognizing the fact that C. albicans, present as normal microbiota at oral
cavity, possesses potential to transform into an infectious agent, it is an important factor for

the correct management of OC.

Keywords: Oral candidiasis, dental prosthesis, yeast, virulence.
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Introduction

Oral candidiasis (OC) is one of the most common oral pathologies and has been attributed to
the use of prosthesis. OC is caused by yeasts of the genus Candida that are part of the oral
normal microbiota, but otherwise it can be an important infectious agent. Candida albicans is
the predominant species in both colonization and in the infectious processes [1-3]. It is
opportunistic yeast and its transition from commensal to infectious agent depends on both
susceptibility of host, and the virulence potential of the microorganism involved [4].

The incidence of OC varies with age and several predisposing factors such as diabetes
mellitus (DM), Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS), xerostomia, antibiotics,
dental prosthesis, drug use, diet rich in carbohydrates, smoking, Cushing's syndrome,
malignant tumor and immunosuppression [5-8]. Authors have suggested that the use of
dental prosthesis is a predisposing factor for OC, since is associated with mechanical irritation
that can cause trauma to the palate [9-11]. This breakdown of the organic mucosal barrier
facilitates greater interaction between yeasts present in colonization and the cells or tissues of
the host. This scenario, favored by the invasiveness capacity of these yeasts results in
infectious processes ie OC. Another important mechanism is poor oral hygiene, where the
accumulation of food debris serves as a nutritional substrate stimulating overgrowth of

microorganisms, acting as a reservoir of agents capable of causing infections [12-14].

However, it is not fully established what role yeasts have in this pathological process,
most authors attribute OC solely to the weakness or host factors. Despite, the virulence
potential of C. albicans [15-19], has been well described, there are no studies showing that
the virulence attributes of C. albicans make them capable of causing OC, regardless of factors

related to the weakness of the host.
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In this sense, the objective of this study was to evaluate the virulence potential of C.
albicans isolated from the oral cavity of elderly users of dental prosthesis, and associate it

with the presence of OC.

Materials and methods

Research volunteers

The study was approved by the Ethics Committee on Human Research of the Faculdade Inga
of Maringa — Parana, Brazil under n°® 0073/2010 and all procedures were performed in
accordance with the Resolution 466/12 CNS. This is a cross-sectional descriptive study
involving elderly institutionalized in a nursing home in northwestern Parana, Brazil.
Volunteers signed a consent form, answered a survey that included questions about
demographics such as age, gender, underlying disease, and even had a clinical examination of

the oral cavity performed by a dentist.

Obtaining samples, culture and identification of isolated yeasts

Saliva samples were collected and deposited in conical tubes after mouth rinsing with 10 ml
of mineral water for 30 sec, then centrifuged at 3000 g for 10 min, and supernatant discarded.
Aliquots of 10 ul from the pellet were seeded with bacteriological loop on the surface of
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Difco, Detroit, USA) supplemented with chloramphenicol
and incubated at 37 °C for 48—72 h to evaluate the number colony-forming units (CFU).
Screening by staining and morphology of colonies grown in CHROMagar Candida®
(CHROMagar Company, Paris, France) were performed. Then yeasts were identified for

genus and species of C. albicans based on micromorphology in cornmeal agar (Oxoid,

Basingstok, UK) plus Tween 80 to 1% (Vetec, Rio de Janeiro, Brazil), germ tube test,
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assimilation and fermentation of carbon and nitrogen according to standard methods [20]. The

presence of C. dubliniensis was dismissed by molecular biology [21].

Virulence attributes of C. albicans isolated from volunteers users of prosthesis

Cell surface hydrophobicity
The cell surface hydrophobicity (CSH) test was determined by the Microbial Adhesion to
Hydrocarbons Test with some modifications [18, 22].

Each yeast was resuspended in phosphate buffered saline (PBS: pH 7.2, 0.1 M) (Sigma
Chemical Co., USA) and the concentration obtained in optical density (OD) 0.5 at 620 nm
(Baush e Lomb). From this cell suspension, 1.3 ml was pipetted into three tubes (13x100
mm). From each tube, 100 pl was pipetted from the yeast suspension and distributed in
96—well microplates (Nunclon, Delta, Nunc A/S, Roskilde, Denmark). An initial reading of
the OD at 620 nm in a microplate reader (Expert plus — ASYS, UK) was performed. In the
remaining suspension volume of 1.2 ml in the three tubes we added 0.3 ml of n-octane. The
mixture was vigorously vortexed (AP56, Phoenix, Brazil) for 3 min and allowed to stand for
15 min for phase separation. Subsequently, 100 ul of the lower aqueous phase from each tube
was carefully withdrawn and added to wells in a new microtiter plate, thus obtaining the final
reading of the OD, under the same conditions. Tubes with no yeast served as controls. The
percentage of CSH was given using the following formula: [(OD final reading/OD initial
reading)X100= x%].

Interpretation: Values < 50% were considered hydrophobic and > 50% were considered
hydrophilic [23-24]. The tests were performed in triplicate and values shown are the averages

of three different observations.
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Biofilm formation

Starting from a fresh culture of each yeast on SDA for 18—24 h, a suspension of yeast was
prepared in sterile saline solution (SSS: 0.85%), adjusted to a concentration of 3.7x10’
cells/ml by counting the cells in a Neubauer hemocytometer chamber (Improved Chamber)
and distributing 20 ul into each of the 96—well microplate, adding 180 pl of Sabouraud
Dextrose broth (Difco, Detroit, USA) with 8% glucose. The tests were performed in
quadruplicate, having as control strain C. albicans ATCC 90028. The microplate was
incubated at 37 °C for 24 h. Then, two washes with distilled water were carried out and the
reading performed on a microplate reader at 405 nm [25]. In order to quantify biofilm for
each yeast, we subtracted OD value converted into transmittance (T) of the negative control
value (no biofilm production) and followed the following interpretation scale: negative (%T

<5), 1+ (%T 5t020), 2+ (%T 20to 35), 3+ (%T 35 to 50), 4+ (%T = 50).

Germ tube production

From the recent cultures of yeasts on SDA at 25 °C for 18—24 h, an inoculum was prepared in
SSS and turbidity adjusted according to tube 4 of the McFarland scale. The suspension was
centrifuged at 1500 g for 10 min and the supernatant discarded. The yeasts were resuspended
in RPMI 1640 (GIBCO, Grand Island, NY, USA) supplemented with 0.5 ml of inactivated
human serum and incubated at 37 °C for 3 h. Then the material was stirred in a vortex for 30

sec, followed by analysis using an optical microscope (Nykon, TMD, Nippon Kogaku Inc).

200 yeasts were analyzed in each test, observed, and then the percentage of yeast
forming germ tube (GT) was calculated. Tube size was measured with the aid of a 40X
objective coupled with measuring ruler. The experiment was performed in triplicate on three

different days.
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Adherence to buccal epithelial cells

Buccal epithelial cells (BEC) were obtained from healthy volunteers by gently rubbing over
the oral mucosa with a sterile swab and dispensed in 10 ml of PBS. The BEC suspension was
washed three times in PBS by centrifugation at 3.000 g for 10 min. The pellet obtained was
observed under an optical microscope to rule out the presence of any microrganisms. The
pellet was resuspended in PBS and adjusted to a concentration of 10° cells/ml using Neubauer
hemocytometer chamber. The recent culture of C. albicans isolates in SDA 18—24 h were
grown in Yeast Nitrogen Base (YNB) (Difco, USA) supplemented with 50 mM galactose and
incubated at 37 °C for 24 h, washed three times in PBS and resuspended in the same buffer to
obtain adjustment of the inoculum to 10° CFU/mI . The adherence test was followed by co-
incubation of equal volumes (0.5 ml) of BEC (10° cells/ml) Candida (10° CFU/ml) with
continuous stirring at 70 rpm in a Shaker incubator oven (NT712; Nova Técnica, Piracicaba,
Brazil) at 37 °C for 1 h. The cells were then washed twice with PBS by centrifugation at
1.500 g for 5 min. Two slides for each isolate were prepared, allowing air-drying, fixed with
crystal violet and then stained by the Papanicolaou technique, and subsequently fixed between
slide and coverslip with synthetic balm. Adherence was assessed microscopically using an
objective 40X per count in BEC 200.

The evaluation was performed in microscopic fields that showed no overlap of BEC or
staining material. We considered adhered yeasts those that showed clear interaction with
BEC, as evidenced by a clear halo around them. Long pseudohyphae and yeast aggregates
were excluded from the count. In 200 BEC, which had adhered yeasts, the number of adhered
yeasts per BEC was evaluated [26]. Tests were performed in triplicate and the results
reported as the number of yeasts adhered to BEC by considering the mean of all tests for each

isolate.
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In vitro adherence assay on thermally activated acrylic resin

Preparation of the yeast suspensions

For each experiment, yeast cells were grown on SDA for 18—-24 h at 37 °C. Two to three
colonies of each of the samples were suspended in SSS in a glass tube (13x100 mm), which
was subjected to vortexing. Then, suspensions with a concentration of approximately 1x10’

yeasts/ml were prepared by counting in a Neubauer chamber.

Adherence assay and quantification of the yeasts adhered by colony-forming units
For this test we used twelve coupons made of thermally activated acrylic resin (TAAR: VIPI
CRIL, Dental Vipi Ltda, Brazil) with dimensions of 7.0 mm for the largest diameter, 4.0 mm
for the smallest and 3.5 mm for height.

Using strict aseptic techniques, coupons were placed into eppendorf tube containing
1.0 ml of the yeast suspension previously standardized. These were incubated for 6 h at 37 °C
under continuous agitation at 120 rpm in a Shaker incubator oven. After incubation, the
samples were washed three times with 0.5 ml of SSS to remove non-adherent and loosely
adhered yeasts. Then, the specimen was transferred to an eppendorf tube containing 1.0 ml of
SSS and 0.3 g of glass pearls (1-2 mm diameter from Roni Alzi scientific glass). The tube
was subjected to vigorous vortexing for 1 min to remove the yeasts adhered to the specimen.
Next, 20 pl of suspension was seeded on plates containing SDA and incubated at 37 °C for 24
h. The quantification of yeasts on the specimen was determined by counting the number of
viable yeasts and the result was expressed as colony-forming units per ml (CFU/ml) [27].

Assays were performed in triplicate.
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Scanning electron microscopy

Two specimens were used and made in TAAR incubated at 37 °C for 12 h in 1.0 ml yeast
suspension containing 1x10" yeasts/ml under continuous stirring at 120 rpm in a Shaker
incubator oven. Then, SSS washes for removal of non-adherent or weakly adhered yeasts
were performed. Subsequently, the specimens were fixed in glutaraldehyde 2.5% dissolved in
PBS at 4 °C for approximately 22 h and dehydrated in ascending series of alcohol solution.
The critical point was obtained in Balzers CPD-010 (Balzers instruments, Balzers,
Liechtenstein) with carbon dioxide. Then, the metallization in gold was carried out in Balzers
SCD-030 (Balzers Instruments, Balzers, Liechtenstein). The documentation was performed in
a scanning electron microscope (SEM: FEI Quanta 200) at the State University of Londrina,

Parana, Brazil.

Statistical analysis
The results were analyzed using t test and analysis of variance (ANOVA) for comparisons
between the yeast isolates. The level of significance was set at 5%. The tests were carried out

with software Graph Pad Prism® version 5.0 (Graph Pad Software Inc.).

Results

This study included 70 elderly volunteers between 59 and 88, with an average of 74 years old.

According to Figure 1, oral samples of these individuals resulted in 40 positive cultures for

yeast, with a predominance of C. albicans, regardless of the presence of oral lesions.
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Appearance of lesions

The oral clinical examination done by a professional dentist showed that the clinical features
of OC most frequently found in the volunteers were the whitish diffused lesions or
erythematous lesions. Figure 2 illustrates these findings through images from volunteer 3, a

user of removable partial denture (a) and 4, a denture user (b).

Virulence attributes of C. albicans isolated from volunteers users of prosthesis

Of the 40 isolated yeasts, 20 were identified as C. albicans. These isolates plus an ATCC
90028 C. albicans strain were evaluated for the following virulence parameters:
hydrophobicity, biofilm, percentage and size of GT, these results are shown in Table 1.

Overall the 20 isolates of C. albicans were quite variable as for CSH, the values
ranged from 25.66% (more hydrophobic) to 93.63% (more hydrophilic). All C. albicans
isolates showed potential to form biofilm on polystyrene microplates, since no isolate had
negative score. Among the samples studied 14.30% (n = 03) formed a lot of biofilm
represented by 4+; 14.30% (n = 03) by 3+; 14.30% (n = 03) by 2+ and 57.10% (n = 12) by
1+. In this group, the percentage of C. albicans cells that produced GT ranged from 2.50 to
32.50% and the lengths of these ranged from 5.80 to 30.50 pum (Table 1).

From this profile we selected four isolates of C. albicans obtained from the oral cavity
of volunteers, users of dental prosthesis, who are marked in bold in table 1. The selection
criteria included the choice of two hydrophobic isolates efficient in biofilm production (CA
07 and CA 11) and two hydrophilic isolates with low biofilm production (CA 26 and CA 36).
These four clinical isolates, plus C. albicans ATCC 90028 were evaluated in additional tests
aiming more specific adherence experiments. The clinical characteristics of the four
volunteers from whom we obtained the selected isolates, are summarized in table 2.

Coincidentally, two of these were obtained from individuals who did not have oral lesions
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(CA 07 and CA 11), in other words, the yeast was present in colonization, while the other two
were obtained from diffused lesions, typical of OC (CA 26 and CA 36).
Following we present the results of the experiments carried out with the four selected

clinical isolates and the reference strain.

Adherence to bucal epithelial cell

As for the adherence assay of yeast on BEC, Figure 3 illustrates the criteria used for counting.
We considered adherent those yeasts which had clear interaction with BEC, as evidenced by a
clear halo around them.

Table 3 shows the results obtained in 200 BEC, we have observed a tendency of yeasts
regarding to adherence ability, and in addition two parameters evaluated were directly
proportional. Isolates which had attached in a higher percentage of BEC, also had the highest
number of yeasts adhered per BEC. We also included in this table the results of the percentage
and size of GT, so it was possible to observe that the ability to attach on BEC was not only

directly proportional to the ability to produce GT but also to its respective size.

In vitro adherence assay on TAAR
Figure 4 shows the number of yeast CFU /ml obtained from the in vitro adherence assay of
the four C. albicans isolates on TAAR. Yeasts isolated from oral lesions (CA 26 and CA 36)

were less efficient to adhere on TAAR than those isolated from colonization.

Scanning electron microscopy
We used these two isolates (CA 07 and CA 26) to illustrate the results of the adherence on
TAAR, by SEM. Figure 5 shows large amounts of yeasts (isolate CA 07) adhered on the resin

(@). In (b) a small amount of yeast (isolate CA 26) is shown.
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In summary, CA 07 and CA 11 isolates (obtained from colonization) showed greater
capacity for adherence on TAAR, 4 + of biofilm but low percentage of adherence on BEC. On
the other hand, CA 26 and CA 36 isolates (obtained from OC) were less efficient in the
production of biofilm and showed lower ability to adhere on TAAR, but showed greater

transformation capacity in germ tube and of adherence on BEC.

Discussion

Candidiasis is one of the most common oral pathologies. Studies have attributed the cause of
this opportunistic infection to the host’s systemic factors such as DM, hypertension,
osteoarthritis, osteoporosis, anemia, leukemia, and use of medication such as antibiotics, anti-
inflammatory hormones and others, which can increase susceptibility for the installation of
yeast in the oral cavity [4-5,7].

Furthermore, the use of removable full or partial dentures has been considered one of
the main local factors for OC predisposition [12, 28]. In Brazil, dental prosthesis is much used
in the elderly, especially those with low purchasing power, precisely those who are now
institutionalized in public nursing homes and this was the reason for our choosing this
population for study.

The association of OC and dental prosthesis has been admitted by many authors [28-
29] and is generally attributed to the ability of adherence of yeasts, of the Candida species, to
abiotic surfaces. However in this study it was clear the important role of the germ tube
produced by C. albicans in the ability to invade epithelial cells, acquiring the potential to

cause lesions.
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In our study, a small portion of elderly users of prosthesis, had oral lesions (5/40 =
12.5%). This data is difficult to be confronted with the literature since, despite being closely
associated, there are few publications involving OC, prosthesis and elderly persons.

In relation to species of yeasts isolated, despite the high prevalence of Non-Candida
albicans, there is still a predominance of C. albicans in the two groups, as obtained from
lesions as from colonization. Considering that this is the most common and best known
species, the study was continued only with C. albicans isolates.

The 20 C. albicans isolates including in both groups were enrolled together in
anonymity and they were screened through the following virulence factors: CSH, ability to
form biofilm, percentage and size of GT. These results, seen in table 1, show significant
variations among the evaluated parameters and seemingly unrelated. Whereas the ability to
form biofilm and hydrophobicity are the characteristics most associated with OC, attributed to
the use of dental prosthesis. From these results we chose four isolates to be used in more
detailed studies to evaluate adherence potential.

C. albicans is an opportunistic yeast and its transition from harmless commensal to
infectious agent depends on both the susceptibility of the host and the virulence of the
microrganism [4]. From the viewpoint of the host, was not detected any predisposing factor
for OC, except the prosthesis use and aged. However it is important to note that these four
yeasts showed different virulence attributes, proving the active participation of the micro-
organism in the establishment of the infectious process.

Contrary to expectations, isolates CA 26 and CA 36, obtained from lesions, were
highly hydrophilic (71.40%), and insignificant in the production of biofilm (1+) while CA 07
and CA 11 isolated from oral colonization (absence of clinical signs) were rather
hydrophobic (28.60%) and efficient in forming biofilm (4+). Coincidentally, these isolates

chosen according to the profile of CSH and ability to form biofilm, when confronted with data
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of the individuals (Table 2), it suggested discrepancy, this is because the expected would be to
isolate, from the oral lesion, C. albicans with hydrophobic characteristics and efficiency in
forming biofilm, which is the exact opposite of what was found.

This apparent discrepancy suggests that other virulence factors from the yeasts must
be involved. C. albicans not only adheres to the resin, directly or through intermediate layer
formed by a polymicrobial biofilm [28-29] but also has the ability to adhere to host cells.
Thus, the results allow us to associate the ability of yeasts to adhere to BEC surfaces (Table 3)
to the formation of GT. It is important to highlight the positive relationship between these two
properties, since the two C. albicans isolates, which were obtained from individuals with
prosthesis, who had OC, showed the highest percentage and larger size of GT, suggesting
greater invasiveness.

The results found with the CA 26 and CA 36 isolates as having less ability to adhere
on acrylic resin and greater capacity to adhere to BEC, suggest that the size and the
percentage of GT of these isolates are associated with adherence to BEC. GT in C. albicans is
associated with increased ability to invade tissues [30] as well as give the yeast more ability to
attach human cells surfaces [31].

In the process of infection, C. albicans which are found in the colonization in the form
of yeast, when initiating the disease process, nutritional and environmental changes occur
which modulate in time the conversion to the hyphal stage, increasing invasiveness and thus,
its virulence [32].

In this study, there was no correlation between biofilm formation and GT (percentage
or size), indicating that these virulence factors are expressed independently. Regarding the
ability of in vitro adherence of these strains on TAAR, we observed a variation in the pattern
of adherence and cell differentiation among isolates of C. albicans. The data taken as a whole

suggest that C. albicans isolated from users of prosthesis who have no lesions correspond to
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those with low potential for adherence, in other words, virulence related to invasiveness
capability and, consequently, less likely to cause infection, regardless of the efficiency in
producing biofilms on abiotic surfaces.

The results presented here are pioneering in relation to the literature that emphasizes
the use of prosthesis as the cause for OC. It is interesting to note that elderly with lesions on
the palate, as well as being diabetic, they harbored yeasts in their oral cavities endowed with
important virulence factors. The isolates from the oral lesions were the most to adhere to the
BEC and presented higher rates and bigest GT, despite the lesser capacity to adhere on
TAAR, being hydrophilic, and low biofilm producers. While C. albicans isolates of elderly
without lesions in the oral cavity showed hydrophobic characteristics associated with greater
ability to form biofilm on acrylic resin, it is possible to propose that the smaller size and
amount of GT reduced the chance of yeast adhering to cell surfaces and, consequently, invade
the tissue causing OC.

With this data, the multifactorial origin of OC is confirmed and it is possible to
conclude that the process of OC would actually be related to the host, but it is evident that the
microorganism plays an important and essential role in the pathogenesis. Furthermore, our

results show that the potential for virulence is isolated dependent.
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Table 1 Screening with twenty clinical isolates of Candida albicans obtained from elderly

users of prosthesis plus a Candida albicans ATCC 90028 strain using some virulence factors

Isolated CSH Biofilm Germ tube
(%) (+) (%) Size (um)
CA01 56.89 2 9.00 12.83
CA04 70.84 1 7.50 14.02
CA 05 46.15 3 450 5.80
CA 07 32.10 4 3.00 6.12
CA11 25.66 4 6.50 11.38
CA 14 85.84 1 7.00 18.62
CA 16 93.63 1 8.50 13.85
CA 19 73.17 1 2.50 7.89
CA 20 68.68 1 6.70 8.10
CA 23 45.05 3 5.50 8.75
CA24 58.00 2 7.50 8.75
CA 26 70.74 1 32.50 30.50
CA 27 47.91 4 2.00 13.15
CA 29 85.05 1 8.00 24.03
CA 32 62.82 1 11.50 17.09
CA 33 73.43 1 450 12.25
CA 35 35.72 3 4.00 6.80
CA 36 73.80 1 26.00 30.08
CA 39 79.25 1 13.50 15.59
CA 40 51.61 2 5.00 7.50
ATCC 90028 85.00 1 27.00 25.03

CSH: Cell surface hydrophobicity
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Table 2 Clinical characteristics of the four volunteers users of dental prosthesis who selected

yeasts were obtained

Volunteers
Variable 1 2 3 4
Age 86 72 78 81
Gender Female Female Male Male
Presence of teeth Yes No Yes No
Number of teeth 7 0 8 0
Localion of the teeth Mandible - Maxilla -
Type of prosthesis RPD D RPD D
Time use of prosthesis 1to 6 years 1to 6 years 7 to 10 years 7 to 10 years
Presence of lesions* No No Yes Yes
Appearance of lesions - - Diffused Diffused
Isolates Identification CA 07 CA11 CA 26 CA 36

RPD: Removable partial denture
D: Denture

CA: Candida albicans

*QOral candidiasis
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Table 3 Adherence of Candida albicans, from the oral cavity of healthy elderly, to Buccal

Epithelial Cells related to the size and percentage of germ tube

Isolated BEC with yeast Yeast per BEC* Germ tube
adhered (%) (%) Size (um)
CA 07 34.00 0.32 3.00 6.12
CAl1 29.00 0.34 6.50 11.38
CA 26 66.00 0.67 32.50 30.50
CA 36 57.50 0.68 26.00 30.08
ATCC 90028 39.00 0.94 27.00 25.03

BEC: Buccal Epithelial Cells
*Average number of yeast adhered per BEC
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70 elderly evaluated

40 positive cultures
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CSH: Cell surface hydrophobicity

GT: Germ tube

Figure 1 Flow-chart of the study

4 isolates evaluated by specific
adherence experiments

for yeast
Without lesions Oral candidiasis
n=35 n=5
18 C. albicans 12C.glabrata 4 C. tropicalis 1C. krusei 2C. albicans 2C.glabrata 1C. tropicalis
(51.4%) (34.3%) (11.4%) (2.9%) (40%) (40%) (20%)
20 C. albicans
Screening based on CSH, biofilm,
GT percentage and size
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Figure 2 a) Clinical aspect of pseudomembranous candidiasis: presence of small yellow-
whitish plates on the surface of the oral mucosal, with a plate bigger which can be removed,
from confluent plates with an erythematous base. b) Clinical aspect of Oral Candidiasis due
prosthesis use: presence of chronic erythema with edema of the mucosal in contact with the

denture.
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Figure 3 Standard adherence of Candida albicans isolates (a: CA 07), (b: CA 11), (c: CA 26)
and (d: CA 36) on Buccal Epithelial Cells, through optical microscopy, staining

Papanicolaou. (400X).
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Figure 4 Number of colony-forming units of yeasts through in vitro adherence assay on
thermally activated acrylic resin (TAAR) of four isolates of Candida albicans, after 6 hours of
incubation. CA 07 and CA 11 (obtained from colonization) were significantly more effective
in adhering than CA 26 and CA 36 obtained from lesions (p <0.001). On the other hand, there

was no statistical difference between the yeasts of the same group (p> 0.05).
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Figure 5 Illustration of Candida albicans obtained from volunteers users of dental prosthesis
regarding pattern of adherence on thermally activated acrylic resin (2.400X). Note the

variation in the number of yeasts attached (a = CA 07), (b = CA 26).
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CONCLUSOES

- Todos os isolados apresentam eficiéncia quanto a formacéo de biofilme;

- Os isolados avaliados apresentam elevado potencial de aderéncia aos materiais
confeccionados em resina composta microhibridra com nanoparticulas (RC) e liga metalica de
Niquel-Cromo (Ni-Cr);

- Observa-se diversidade no padrdo de aderéncia e diferenciacdo celular, entre os
isolados, com prevaléncia do padrdo de aderéncia difuso;

- O padrdo de aderéncia agregativo e pseudo-hifal, de alguns isolados, é
possivelmente relacionado com os materiais RC e Ni-Cr;

- Presenca de material extracelular de aspecto granular recobrindo toda a
superficie celular dos isolados de C. albicans tém possivel relagdo com o material RC;

- As maiores taxas de aderéncia dos isolados bucais de Candida albicans estéo
relacionadas a rugosidade superficial e principalmente as superficies hidrofdbicas;

- Considerando os isolados individualmente, os transcritos mais frequentes em
células aderidas aos diferentes materiais avaliados sdo os genes ALS1, ALS2;

- A inducdo de genes ALS1 e ALS4, em funcdo do material no qual os isolados
estavam aderidos ocorrem de forma isolado-dependente;

- A repressdo de genes ALS7 e ALS9, dos seis isolados nos materiais
confeccionados em resina acrilica ativada quimicamente (RAAQ) e em resina acrilica ativada
guimicamente polimerizada a vacuo (RAAQV), parece ser dependente do material dentario;

- A origem multifatorial da candidiase oral fica confirmada, evidenciando o papel

relevante e essencial da C. albicans nesta patogénese, devido ao seu potencial de viruléncia.
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