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RESUMO 

SANTOS, ADRIELLE MANGABEIRA. POTENCIAL CARIOGÊNICO DE Candida 
não-albicans ISOLADAS DO BIOFILME DENTÁRIO DE CRIANÇAS 
INFECTADAS PELO HIV+. Rio de Janeiro, 2014. Dissertação (Mestrado em 
Odontologia – Área de concentração: Odontopediatria) – Faculdade de Odontologia, 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.  

 

O objetivo deste estudo foi analisar, in vitro, o padrão de desmineralização do 
esmalte bovino exposto a C. não-albicans isoladas de biofilme dental de crianças 
infectadas pelo HIV, em comparação com C. albicans (n = 2) e Streptococcus (S)  
mutans (ATCC). Também foram avaliadas as formações de biofilme e produção de 
L-lactato por estas espécies não-albicans. Cento e oitenta blocos de esmalte foram 
divididos em 6 grupos com biofilme formado por: C. glabrata; C. parapsilosis; C. 
tropicalis; C. albicans; S. mutans e controle negativo (meio sem biofilme). Três 
blocos de esmalte de cada grupo foram retirados nos dias 3, 5, 8, 15 e 28 após a 
formação de biofilme para avaliar a microdureza superficial do esmalte final (SMH). 
Além disso, a viabilidade das células do biofilme e o L-lactato produzidos por estas 
células foi medida por redução de XTT e enzimaticamente, respectivamente. Análise 
microscópica de varrimento laser confocal (CLS) foi utilizado para avaliar a 
topografia de cada isolado de biofilme de C. não-albicans. Os resultados da análise 
de SMH foram submetidos a testes de Mann-Whitney de Kruskall-Wallis e com um 
nível de significância de 95% (p <0,05), enquanto que os dados de viabilidade do 
biofilme, L-lactato e análise CLS foram avaliadas de forma descritiva. Todos os 
grupos mostraram um aumento na perda de SMH, mas apenas os grupos expostos 
a biofilmes de S. mutans e C. albicans foram estatisticamente significativas ao longo 
do tempo. Ao comparar as espécies C. não-albicans entre si, C. tropicalis 
apresentaram maior perda% no 5 º dia em comparação com C. parapsilosis e no 8 º 
dia em comparação com C. glabrata. Não foi observada diferença estatística entre 
C. parapsilosis e C. glabrata. Todos os isolados de C. não-albicans mostraram o 
mesmo perfil de formação de biofilme. A produção de L-lactato foi maior em C. 
tropicalis seguido por C. glabrata e C. parapsilosis. No entanto, a análise mostrou 
CLS C. parapsilosis biofilme com mais células viáveis e com a matriz extracelular 
mais. Embora com menor intensidade em comparação com C. albicans e S. mutans, 
os isolados de Candida não-albicans do biofilme dental de crianças infectadas pelo 
HIV, foram capazes de causar a desmineralização do esmalte bovino. 

DESCRITORES: Candida não-albicans, Crianças infectadas pelo HIV, 
Desmineralização, biofilmes, Ácido lático. 

  



 

 

 

SUMMARY 

SANTOS, ADRIELLE MANGABEIRA. POTENCIAL CARIOGÊNICO DE Candida 
não-albicans ISOLADAS DO BIOFILME DENTÁRIO DE CRIANÇAS 
INFECTADAS PELO HIV+. Rio de Janeiro, 2014. Dissertação (Mestrado em 
Odontologia – Área de concentração: Odontopediatria) – Faculdade de Odontologia, 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.  

 

This study aimed to analyzed , in vitro, the demineralization pattern of bovine enamel 
exposed to biofilm of C. non-albicans isolated from dental biofilm of HIV infected 
children, comparing to C. albicans (n=2) and Streptococcus (S)  mutans (ATCC).We 
also evaluated the biofilm formations and the production of L-lactate by these non-
albicans species. A hundred eigthy enamel blocks randomly assigned to 6 groups 
with biofilm formed by: C. glabrata; C. parapsilosis; C. tropicalis; C. albicans; S. 
mutans and negative control (medium without biofilm). Three enamel blocks from 
each group were removed on days 3, 5, 8, 15 and 28 after biofilm formation to 
evaluate the final enamel surface microhardness (SMH). In addition, the cells viability 
of the biofilm and the L-lactate produced by these cells were measured by XTT 
reduction and enzymatically, respectively.  Confocal laser scanning microscopic 
(CLS) analysis was used to evaluate the biofilm architecture of each C. non-albicans 
isolate. The results from SMH analysis were subjected to Kruskall-Wallis and Mann-
Whitney tests with a 95% significance level (p<0.05), while the data from biofilm 
viability, L-lactate and CLS analysis were evaluated descriptively. All groups showed 
an increase in loss of SMH but only the groups exposed to biofilms from S. mutans 
and C. albicans were statistically significant over time. When comparing the species 
C. non-albicans among themselves, C. tropicalis showed a greater % loss on the 5th 
day compared with C. parapsilosis and at the 8th day compared to c. glabrata. No 
statistical difference betwwen C. parapsilosis and C. glabrata was observed. All 
isolates from C. non-albicans showed the same profile of biofilm formation. The L-
lactate production was higher in C. tropicalis followed by C. glabrata and C. 
parapsilosis. However, the CLS analysis showed C. parapsilosis biofilm with more 
viable cells and with more extracellular matrix. Although with less intensity comparing 
to C. albicans and S. mutans, isolates  of Candida non-albicans from HIV infected 
children dental biofilm, were able to cause demineralization of bovine enamel. 

Key Words: non-albicans Candida, HIV-infected children, Demineralization, biofilm 
formation, lactic acid.  
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1. INTRODUÇÃO 

O biofilme dentário apresenta elevada concentração de metabólitos 

microbianos (Jenkinson et al., 2005; Kolenbrander et al., 2002).  Esses metabólitos 

promovem flutuações de pH predispondo a perda de minerais dentário. Essa perda 

resulta na dissolução dos tecidos duros dentais, favorecendo, dessa forma, a 

instalação da lesão de cárie (Lemos et al., 2013; Kidd et al., 2004). O Streptococcus 

(S) mutans é considerado como o principal agente etiológico no estabelecimento da 

lesão de cárie. Esse microganismo produz grande quantidade de glucana e torna o 

meio ácido frente à fermentação de matéria orgânica presentes no biofilme dentário 

(Kutsch et al., 2011; Takahashi et al., 2011; Burne et al., 2012) excedendo a 

capacidade de tamponamento da saliva (Lemos et al., 2013; Falsetta et al., 2012). 

Estudos comprovam que crianças infectadas pelo HIV têm uma maior 

prevalência de cárie comparadas a crianças não infectadas, principalmente na 

dentição decídua (Castro et al., 2004; Hodgson et al., 2006; Cerqueira et al., 2007; 

Oliveira et al., 2014 (in press)). Isso se dá, porque nesses pacientes, alguns fatores 

predisponentes para o estabelecimento da doença cárie, como higiene oral 

deficiente, dieta e medicamentos ricos em sacarose (Castro et al., 2004; Pomarico et 

al., 2008; Pinheiro et al., 2009) parecem estar mais atuantes. Além disso, deficiência 

de IgA salivar (Castro et al. 2004) e o aumento da quantidade de microrganismos na 

sua cavidade oral, como às espécies de Candida (C.) relatados nesse indivíduos 

(Bosco et al., 2003;Cerqueira et al., 2010) também pode favorecer o 

desenvolvimento da doença cárie. 

Dentre as espécies de Candida, a C. albicans se caracteriza como a mais 

prevalente, porém todas apresentam caráter oportunista para desenvolvimento de 

infecção oral. Em pacientes imunocomprometidos, este microrganismo pode assumir 

características de diferentes patogenicidades como a exacerbação dos seus fatores 

de virulência (Starr et al., 2002; Naglik et al., 2003; Pongsiriwet et al., 2004). As 

espécies de C. não-albicans, como C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. 

stella-toidea, C. krusei, C. guillermondii e C.  dubliniensis (Chattopadhyay et al., 

2005; Jabra-Hizk et al., 2000), também podem estar presentes e desencadear 
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lesões neste grupo de pacientes. Essas leveduras são capazes de se agregar a 

microrganismos existentes na cavidade oral favorecendo sua aderência tanto na 

mucosa como em estrutura dentária (Grimaudo et al., 1996). Sem contar que, esses 

microrganismos apresentam capacidade de colonizar e se proliferar nos túbulos 

dentinários. (Chagas et al., 2009) 

Devido a presença de uma coagregação entre S. mutans e C. albicans 

(Metwalli et al., 2013), essas leveduras vem sendo apontadas como importante 

coadjuvante no processo da cárie (Rego et al., 2003; Charone et al., 2013;Carvalho 

et al., 2007). Sem contar que, sua aderência pode ser favorecida quando há 

exposição tanto de superfície radicular como de colágeno da dentina. (Nishimura  et 

al., 2002). Alguns estudos mostram que a C. albicans foi a espécie mais prevalente 

em biofilme dental e saliva de crianças cárie-ativas quando comparadas com 

crianças sem cárie (Radford  et al., 2000; Moalic  et al., 2001). Bhaskar et al. (1986) 

relataram que essa espécie de levedura possui a capacidade produzir e secretar 

proteases. Essa enzima é capaz de degradação de proteínas como o colágeno tipo I 

presente em 90% da matriz orgânica da dentina. A capacidade de isolados C. 

albicans provenientes de biofilme dentário e dentina cariada em degradar colágeno 

já é comprovada pelo estudo de Portela et al. (2012). Contudo, na literatura 

consultada até o momento, nada se sabe a respeito do papel das C. não-albicans 

neste processo de iniciação e desenvolvimento da doença cárie. 

Diante do exposto, devido à importância do controle da doença cárie em 

crianças infectadas pelo HIV e o possível envolvimento como coadjuvante das C. 

não-albicans no processo carioso, o presente estudo propõe analisar o potencial de 

desmineralização de C. não-albicans isoladas do biofilme dentário de crianças 

infectadas pelo HIV através da redução de microdureza do esmalte bovino, 

quantificação da formação de biofilme e produção de ácido lático por estas espécies 

in vitro.  
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2. PROPOSIÇÃO  

 OBJETIVO GERAL 

Analisar o potencial de desmineralização de C. não-albicans isoladas do 

biofilme dentário de crianças infectadas pelo HIV no esmalte bovino in vitro. 

 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar in vitro o potencial de desmineralização do esmalte bovino por 

Candida não-albicans isoladas do biofilme dental de crianças infectadas pelo 

HIV através da mensuração da microdureza superficial, comparando com C. 

albicans e S. mutans. 

 Analisar a formação de biofilme por Candida não-albicans isoladas do biofilme 

dental de crianças infectadas pelo HIV. 

 Analisar a produção de ácido lático por Candida não-albicans isoladas do 

biofilme dental de crianças infectadas pelo HIV. 
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3. DELINEAMENTO DA PESQUISA 

O presente estudo se caracterizou como uma pesquisa de caráter descritivo e 

analítico sobre a capacidade de desmineralização de Candida não-albicans isoladas 

do biofilme dental supragengival de pacientes infantis infectados pelo HIV. Estes 

isolados clínicos de C. não-albicans foram previamente obtidos (Charone, 2009) e 

estocados no banco de isolados de Candida do Laboratório de Prostita do Instituto 

de Microbiologia Prof Paulo Góes da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Todo 

o trabalho foi conduzido após aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa do 

Instituto de Puericultura e Pediatria Martagão Gesteira da Universidade Federal do 

Rio de Janeiro (IPPMG/UFRJ) (Anexo1) sob o número 14/09 e pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa do Instituto de Estudos de Saúde Coletiva (IESC) da UFRJ (Processo 

no 18/2009) (Anexo 2). 

Resumidamente, Charone (2009), realizou as coletas de biofilme 

supragengival das crianças infectadas pelo HIV no Serviço de AIDS pediátrica do 

Instituto de Puericultura e Pediatria Martagão Gesteira (IPPMG/UFRJ). A seleção 

dos pacientes adotou procedimentos por conveniência no Serviço de AIDS 

Pediátrica do IPPMG, a partir do recrutamento de pacientes infantis no período de 

oito meses (agosto de 2007 à março de 2008). Após obtenção do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), devidamente assinado pelo responsável 

legal da criança e anuência da mesma (Anexo 2, pag. 81), a amostra final foi 

constituída por cinquenta (50) crianças na faixa etária de 3 a 12 anos de idade. Para 

o presente estudo utilizou-se todos os isolados de C. não-albicans obtidos destes 

pacientes: 

 C. parapsilosis (n=5) 

 C. tropicalis (n=2) 

 C. glabrata (n=1) 

 

Dentre os isolados de C. albicans, dois isolados clínicos  do biofilme 

supragengival de crianças infectadas pelo HIV, escolhidos aleatoriamente, e uma 

cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175T foram utilizados para fins de 

comparação dos resultados. 
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As análises microbiológicas, formação de biofilme e produção de ácido lático 

foram realizados no Laboratório de Biologia de Protistas do Instituto de Microbiologia 

Paulo de Góes da UFRJ (Departamento de Microbiologia Geral) no Centro de 

Ciências da Saúde (CCS) A análise da topografia do biofilme foi realizada na 

Unidade Multiusuário de Microscopia Confocal (Instituto de Ciências Biomédicas). Já 

as análises de Microdureza foram realizadas no Laboratório Multidisciplinar de 

Pesquisa Odontológica da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do 

Rio de Janeiro (UFRJ).  

A partir dos resultados do presente estudo, foi elaborado um artigo científico 

cujo o objetivo foi avaliar, in vitro, o potencial de desmineralização de espécies de 

Candida não-albicans isoladas do biofilme dental supragengival de pacientes infantis 

infectados pelo HIV, sobre o esmalte bovino através da redução da microdureza 

superficial, quantificação da formação de biofilme e produção de ácido lático.   

Confecção dos blocos de esmalte bovino 

Para a análise in vitro do potencial de desmineralização do esmalte bovino 

por Candida não-albicans isoladas do biofilme dental de crianças infectadas pelo 

HIV, foram utilizados neste estudo noventa (90) incisivos bovinos desinfetados em 

formol e mantidos a 2% (pH 7,0). Estes dentes foram observados em 

estereomicroscópio (Zeiss – 475200 – 9901, West Germany) com aumento de 40x e, 

aqueles que apresentaram cárie, manchas, trincas ou outros defeitos no esmalte, 

foram excluídos do trabalho. 

Após a seleção, as raízes dos dentes bovinos foram removidas com o auxílio 

de um disco diamantado dupla-face montado em peça-reta restando somente o 

remanescente coronário. Posteriormente, os dentes foram fixados separadamente, 

com cera pegajosa azul (Kota Ind. e Com. Ltda, São Paulo, SP) em pequenas 

placas de acrílico cristal (60 x 20 x 6 mm), visando mantê-los imóveis sobre uma 

superfície rígida para a realização dos cortes dentários. Estes foram realizados em 

cortadeira automática (ISOMET Low Speed Saw cutting machine - model n 11-1280-

170, Lake Bluff, IL, USA), com dois discos (Buehler 11-4244, 102 mm x 0,3 mm) com 

um espaçador de 4 mm entre eles obedecendo à seguinte ordem de execução: (1) 

secção da porção coronária no sentido longitudinal, (2) secções do fragmento no 
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sentido horizontal resultando em blocos 4 x 4 mm. Com o intuito de realizar a 

planificação da dentina, os fragmentos foram fixados com cera pegajosa no centro 

de um dispositivo de polipropileno com o esmalte voltada para o dispositivo. O 

conjunto foi adaptado em uma politriz metalográfica e a planificação foi realizada sob 

refrigeração utilizando-se lixa de granulação 600. 

Posteriormente, os blocos foram novamente fixados em dispositivos de 

polipropileno, porém, com o esmalte voltado para cima, sendo novamente adaptado 

na politriz. O desgaste e polimento do esmalte foram feitos utilizando lixas de 

granulação 600 e 1200, (Extec, Connecticuti, USA) respectivamente. Para finalizar o 

polimento, foi utilizado um feltro (Polishing Cloth Buehler 40- 7618) umedecido com 

uma suspensão de diamante de 1 μm (Extec, Connecticuti, USA), originando assim 

uma superfície vítrea que permitiu a aferição da microdureza superficial. Entre cada 

etapa de polimento, o conjunto dente/disco foi levado a um aparelho de ultrassom 

(Ultrasonic Cleaner Mod USC 750, Unique Ind. e Com. de Produtos Eletrônicos Ltda, 

São Paulo, SP) com frequência de 40 kHz durante 3 minutos, com água deionizada, 

a fim de evitar que os grãos da primeira lixa interferissem na qualidade de polimento 

das seguintes. Ao final do polimento, os espécimes ficaram imersos por 10 minutos 

em água deionizada sob a ação do ultrassom (Rios et al., 2006). 

Em seguida, os blocos de dentários foram protegidos com esmalte cosmético 

de cor vermelha (2 revestimentos, 24 horas de secagem) exceto para uma área 

circular de 6,06 mm2, confeccionada no centro da área exposta de cada bloco de 

esmalte. 

Os blocos foram selecionados através da microdureza da superfície, onde 

foram realizadas cinco indentações no centro do bloco, espaçadas por 100 μm 

(Tenuta et al., 2003). As indentações foram realizadas em cinco pontos 

equidistantes 100µm por um microdurômetro com ponta de diamante Knoop sob 

uma carga estática de 50 g, aplicadas durante cinco segundos (Tenuta et al., 2003). 

Os blocos foram selecionados com base na microdureza de superfície inicial (SMH) 

(média total de 338,93 ± 33,8 kg/mm2). Os blocos que apresentaram o valor da 

média entre suas cinco indentações 10% acima ou abaixo da média total da 

microdureza foram descartados resultando em 180 blocos de dentes. 

Posteriormente, os blocos foram fixados em 12 placas de 24 poços (TPP, Zellkultur 



22 

 

 

Testplatte 24 F) com 15 blocos cada, com a porção de esmalte exposto voltados 

para cima e submetidos a esterilização de óxido de etileno. (Bioxxi, Sterilization 

Services, Rio de Janeiro, RJ, Brazil). 

Formação do biofilme in vitro 

Para formação de biofilme, em cada placa, inoculou-se suspensões celulares 

com 105 leveduras/ml seguindo a metodologia descrita por Charone et al., (2013) 

modificada. Após o crescimento dos isolados clínicos de Candida spp. em BHI 

líquido (Brain Heart Infusion - BD DifcoTM, Maryland, Estados Unidos da América) 

por 48 horas a 37 0C sob agitação, 1 ml do inóculo com o número de células 

padronizado  e no meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI - BD DifcoTM, Maryland, 

United States of America) acrescido a 20% de sacarose foi introduzido em cada 

poço com os fragmento já fixados em seu interior, permanecendo por 28 dias a 37 

°C sem agitação. Já, as placas contendo S. mutans foram mantidas em 

microaerofilia durante o mesmo período de tempo. Durante os 28 dias do 

experimento, o meio foi substituído a cada 48 horas (Machado et al., 2010; Thein et 

al., 2007). De cada placa, três (3) blocos dentais foram retirados no 3º, 5º, 8º,15º, e 

28º dia após formação de biofilme. 

Imediatamente após a remoção, todos os blocos de esmalte bovino foram 

limpos com algodão e formaldeído 10% e armazenados separadamente por folhas 

de papel absorventes (Softy’s Melhoramentos, São Paulo, SP) embebidas em água 

deionizada, em recipientes plásticos com tampa, que foram armazenados em um 

refrigerador a aproximadamente 4ºC (RIOS, 2006). 

Mensuração da microdureza superficial final, biofilme formado, ácido 

lático produzido e topografia do biofilme 

Os blocos de esmalte bovino foram submetidos novamente a mensuração 

SMH pelo mesmo pesquisador que realizou as leituras iniciais. No entanto, os blocos 

foram codificados a fim de tornar a mensuração cega. Foram realizadas cinco 

indentações espaçados de 100 µm a partir da linha de base (Tenuta et al., 2003). A 

porcentagem de perda de dureza de superfície (% SMC) para as amostras foi 
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calculada sob equação: % SMC = SMH inicial - SMH depois da indução de biofilme / 

SMH inicial x 100. 

Para avaliar a formação de biofilme,  foram selecionado aleatoriamente um 

isolado de cada espécie de C. não-albicans para essa avaliação. Todos os 

experimentos foram realizados em triplicata. Após a formação do biofilme, como 

descrito anteriormente, mas em placa de 96 poços, o sobrenadante foi removido e o 

substrato o fundo de cada poço passaram por duas lavagens em 150 µl de PBS 

estéril. A quantificação do biofilme foi realizada pela adição de XTT (2,3-Bis-(2-

Metoxi-4-Nitro-5-Sulfofenil)-2H-Tetrazólio-5-Carboxanilida, InvitrogenTM, Life 

Technologies, Califórnia, Estados Unidos da América) com menadiona na proporção 

de 1:20 nos poços. A reação de redução do XTT pelos fungos se deu a 370C por 3 

horas na ausência de luz. Após esta incubação, o sobrenadante foi transferido para 

outra placa de 96 poços e a leitura das placas foi realizada em espectrofotômetro a 

um comprimento de onda de 492 nm. 

Para avaliar a quantidade de ácido lático produzido pelo biofilme em formação 

foi utilizada a metodologia descrita por Loveren (2000). Foram selecionadas 

aleatoriamente um isolado de cada espécie de C. não-albicans para essa avaliação. 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Após a formação do biofilme, 

como descrito anteriormente, mas em placa de 96 poços, tendo como substrato o 

fundo de cada poço, o sobrenadante de cada troca de meio (48 hs) foi removido e 

analisado L-lactato foi medido enzymatically (Gutmann et al., 1974). O limite de 

detecção deste método é de cerca de 0,05 mmol/ l de lactato. A reprodutibilidade e 

precisão do procedimento é bom, com um coeficiente de variação de 4 a 3%( 

Loveren et al. 2000). 

No que se refere a avaliação topográfica do biofilme e a espessura do biofilme 

através de microscopia confocal de varredura a laser, foram selecionadas 

aleatoriamente um isolado de cada espécie de C. não-albicans. O protocolo 

estabelecido por Chandra et al., (2008) foi utilizado com modificações para permitir a 

formação de biofilmes em borosilicato Lab-Tec® 8 poços (Thermo Fisher Scientific, 

Rochester, NY). O biofilme maduro observado foi o de 5º dia depois de realizado a 

indução, como anteriormente descrito. Os biofilmes foram lavadas com 150 µl de 

PBS estéril e incubados com uma solução contendo 10 mM de corantes 
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fluorescentes FUN-1 (coloração vermelha representando o citoplasma de células 

metabolicamente ativas) e 488 (25 μg/ml) Concanavalina a-Alexa Fluor (coloração 

verde que representa a superfície celular e/ou matriz extracelular) durante 40 

minutos a 37 °C, na ausência de luz (Chandra, et al. 2008). As imagens foram 

capturadas em microscópio confocal de varredura a laser TCS SP5 AOBS 

SECULAR do Instituto de Ciências Biomédicas da UFRJ, e analisados pelo software 

FIJI ®. (Max Planck Institute, Dresden, Germany) e o software LAS AF Lite ® (Leica, 

Berlin, Germany).  
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4. ARTIGO REALIZADO 

 Artigo 1 - "Demineralization of bovine enamel by non-albicans Candida 

from dental biofilm of HIV + children". 
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Abstract 

This study aim to analyzed , in vitro, the demineralization pattern of bovine 

enamel exposed to biofilm of Candida (C.) non-albicans isolated from dental biofilm 

of HIV infected (HIV+) children, comparing to C. albicans and S. mutans (ATCC). 

Also, we evaluated the biofilm formation and the production of lactic acid by these 

non-albicans species. One hundred eighty bovine enamel blocks were randomly 

assigned to 6 groups with biofilm formed by: C. glabrata; C. parapsilosis; C. 

tropicalis; C. albicans; S. mutans (ATCC). Three enamel blocks from each group 

were removed on days 3, 5, 8, 15 and 28 after biofilm formation for evaluate the final 

enamel surface microhardness (SMH). Also, the cells viability of the biofilm and the 

L-lactate produced by these cells were measured by XTT reduction and 

enzymatically, respectively.  Confocal laser scanning microscopic (CLS) analysis was 

used to evaluate the biofilm architecture of each C. non-albicans isolate. The results 

from SMH analysis were subjected to Kruskall-Wallis and Mann-Whitney tests (95% 

significance; p<0.05), while the data from biofilm viability, L-lactate and CLS analysis 

were evaluated descriptively. All groups showed an increase in loss of SMH but only 

the groups exposed to biofilms from C. albicans and S. mutans were statistically 

significant over time. When comparing the species C. non-albicans among 

themselves, C. tropicalis showed a greater % loss on the 5th day compared with C. 

parapsilosis and at the 8th day compared to C. glabrata. All C. non-albicans isolates 

showed the same profile of biofilm formation. The L-lactate production was higher in 

C. tropicalis followed by C. glabrata and C. parapsilosis. However, the CLS analysis 

showed C. parapsilosis biofilm with more viable cells and with more extracellular 

matrix. Although with less intensity, isolates of C. non-albicans from dental biofilm of  

HIV+ children were able to cause demineralization of bovine enamel. 

Key words: Candida non-albicans, Demineralization, Children, HIV 
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Introduction  

Candida (C.) albicans is considered the most prevalent opportunistic fungus 

and pathogenic character in the oral cavity of HIV-infected  children (Kim and 

Sudbery, 2011). However, some kinds of non-albicans C. are also present as C. 

glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. Stellatoidea, C. krusei, C. dubliniensis, and 

C. guillermondii (Chattopadhyay et al., 2005; Jabra-Hizk et al., 2000). These yeasts 

have the ability to add microorganisms in the oral cavity leading to their adhesion to 

the mucosa and tooth structure (Grimaudo et al., 1996).  

Studies show that HIV-infected children have a higher prevalence of caries 

compared to uninfected children, especially in the primary dentition (Castro et al., 

2004;. Oliveira et al., 2013 (in press)). This occurs because these children present 

some predisposing factors for caries establishment as poor oral hygiene, diet and 

medications rich in sucrose (Castro et al., 2004). In addition, other factors may lead 

to the development of caries in these individuals, such as salivary IgA deficiency and 

higher quantity of microorganisms in the oral cavity , among them Candida species 

(Bosco et al., 2013; Cerqueira et al., 2010).  

Streptococcus (S) mutans is directly involved in the establishment of carious 

lesions because of their ability to make the acid fermentation of organic matter 

present in the biofilm environment. (Kutsch et al., 2011; Takahashi et al., 2011;. 

Burne et al., 2012). Furthermore, the presence of a co-aggregation of S. mutans and 

C. albicans has been reported (Metwalli et al., 2013). This fungus in addition to 

colonize and proliferate in the dentinal tubules (Chagas et al., 2009), has been 

identified as an important adjunct in the decay process (Carvalho et al., 2007). 

However, the role of C. non-albicans in this process is unknown. Being extremely 

important to control caries in HIV-infected children, with regard to the different 

mechanisms of development in this population.  Thus, the aim of this study was to 

evaluate, in vitro, the potential for demineralization of non-isolated C. albicans biofilm 

by reducing the hardness of enamel, quantification of biofilm formation and 

production of lactic acid in HIV children.  
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Materials and Methods  

This study was performed with Candida  previously obtained by Charone  

(2009), from HIV infected children after the study was approved by the Ethics 

Committee and the term informed consent was obtained from the legal guardians of 

the child. These isolates are part of the bank of Candida of the no Laboratory of 

Biology of Protists Institute of Microbiology Paulo de Goes UFRJ (Department of 

General Microbiology) at the Center for Health Sciences (CCS). In brief, these clinical 

isolates were collected by scraping the mature dental biofilm (ref da Apoena q fala o 

que é biofilme maduro, ver na tese da Senda) of HIV-infected by a trained dentist 

with a sterile curette # 20 (Duflex®) rubbed on the labial surface of the tooth, due to 

its easy access and to allow better isolation from saliva. Then, the material was 

transferred to sterile plastic tubes containing 1 ml saline (0.85% NaCl) being held 

under refrigeration and transported for subsequent laboratory analysis. These tubes 

containing clinical specimens were homogenized in a mixer (vortex) for 30 seconds 

and then the suspensions were diluted in a 1: 1 by NaCl (0.85%) measurement and 

sterile to the presumptive identification of Candida species. From this dilution 100mL 

of each suspension were inoculated and seeded in Petri plates containing the culture 

medium CHROMagar Candida®, and incubated at 37 ° C for 48 and 72 hours 

allowing the presumptive identification of Candida species by staining of colonies to 

confirm the identification, colonies with different colors for each patient were 

analyzed using biochemical fermentation and assimilation of sugars through the API 

20C (Biomerieux, Marcy L'Etoile, France) system and the reactions read after 48 and 

72 hours at 37. All Candida species isolated and identified were stored and kept in 

tubes containing 5 mL of thread agar Sabouraud dextrose medium at 4 ° C sterile.  

For our study, we used all isolated from C. non-albicans obtained from 

patients from HIV infected children: C. parapsilosis (n = 5), C. tropicalis (n = 2) and C. 

glabrata (n = 1). Among the isolates of C. albicans clinical isolates of HIV-infected 

supragingival plaque two children were randomly selected, and a strain of 

Streptococcus mutans ATCC 25175T was used for comparison purposes. 
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Preparation of specimens of bovine tooth 

One hundred eighty bovine enamel blocks (4 x 4 mm) stored in solutions 

(Formoldeído 2%) were embedded in acrylic devices and polished with silicon 

carbide paper with 600 and 1200 grit, followed by polishing with diamond abrasive 

paste . Then, the surfaces were protected with nail varnish red (2 hands and drying 

24 hours) except a circular area of 6.06 mm2, made in each block of the exposed 

enamel surface center.  

The blocks were selected based on initial surface microhardness (SMH) 

(mean 338.93 ± 33.8 kg / mm 2). SMH was evaluated in the central area using a 

microhardness tester (Micromet 5104, Buehler Ltd., Japan) with a Knoop diamond 

under a load of 50 grams for 5 seconds by making indentations 5 to 100 micron 

spacing (Tenuta et al., 2003). Subsequently, the blocks were fixed in 24 well plates 

(TPP, 24 Zellkultur Testplatte F) to the exposed enamel facing up and subjected to 

ethylene oxide sterilization. (Bioxxi, Sterilization Services, Rio de Janeiro, RJ, Brazil)  

Biofilm formation  

Enamel blocks with the previously prepared cell suspensions were sterilized 

and inoculated with 105 yeast / ml of each isolate of Candida in 1 ml of Brain Heart 

Infusion medium (BHI - BD DifcoTM, Maryland, United States of America) plus 20% 

sucrose was added to the plate which was incubated at 37 ° C for 28 days. During 

the 28 days of the experiment, the medium was replaced every 48 hours (Machado 

et al., 2010; Thein et al., 2007).  

Enamel blocks (n = 180) were divided into six groups exposed to biofilms of S. 

mutans, C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis and control (medium 

without the presence of microorganism). Three enamel slabs were removed from 

each group on days 3 th, 5 th, 8 th, 15 th and 28 th after the beginning of the 

experiment.  

Microhardness evaluation  

The bovine enamel blocks were submitted again to SMH by a blinded 

investigator. It was performed with five spaced indentations 100 micron from baseline 
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(Tenuta et al., 2003). The percentage of loss of surface hardness (SMC%) for the 

samples was calculated under equation:% SMC = initial SMH - SMH after the 

induction of biofilm / initial x 100 SMH.  

Measurement of biofilm formation  

One isolate of each species of C. non-albicans for this evaluation was 

randomly selected. All experiments were performed in triplicate. After biofilm 

formation, as described above but in 96-well plate as substrate the bottom of each 

well, the supernatant was removed and two washes in sterile 150 mL of PBS were 

made. Biofilm quantification was performed by adding 200 l 2,3bis (2-methoxy-4-

nitro-5-sulfophenyl) -5 - [(phenylamino) carbonyl] 2H-tetrazolium hydroxide (XTT) 

(Invitrogen ™, Life Technologies, California, United States) with menadione 1:20 in 

wells that were formed biofilm. The XTT reduction assay is performed at 37 ° C for 3 

hours in the absence of light. After this incubation, 100 µL of the supernatant was 

transferred to another 96 well plate and the cultures were placed in the 

spectrophotometer (Thermo TP-plate Reader) at a wavelength of 492 (Sanchez-

Vargas et al., 2013).  

Readings were made after the formation of the 3th, 5th, 8th, 15th and 28th day 

after the induction of biofilm. 

Measurement of lactic acid production  

Randomly one isolate of each species of C. non-albicans were selected for 

this evaluation. All experiments were performed in triplicate. After biofilm formation, 

as described above, but in 96-well plate as substrate the bottom of each well, the 

supernatant of each medium change (48 hours) was removed and analisado.L-

lactate was measured enzymatically (Gutmann et al. 1974). The detection limit of this 

method is about 0.05 mmol / L of lactate. The reproducibility and accuracy of the 

procedure is good, with a coefficient of variation 4-3% (Loveren et al., 2000).  

Thickness and topography of the biofilm  

Randomly one isolate of each species of C. non-albicans to evaluation of this 

architecture and topographic thickness of the biofilm by confocal laser scanning 
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microscopy were selected. The protocol established by Chandra et al (2008), was 

used with modifications to allow the formation of biofilms in borosilicate Tec® 8 well 

Lab-(Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY). The mature biofilm observed on the 

5th day after the induction performed as described above. The biofilms were washed 

with sterile 150 mL of PBS and incubated with a solution containing 10 mM FUN-1 

(red color representing the cytoplasm of metabolically active cells) and 488 (25 ug / 

ml) fluorescent dyes Alexa Fluor Concanavalin A (color green which is the cell 

surface and / or extracellular matrix) for 40 minutes at 37 ° C in the absence of light 

(Chandra et al. 2008). The images were captured in confocal laser scanning 

microscope TCS SP5 AOBS SECULAR Institute of Biomedical Sciences UFRJ, and 

analyzed by FIJI ® software. (Max Planck Institute, Dresden, Germany) and the LAS 

AF Lite ® software (Leica, Berlin, Germany).  

Statistical analysis  

The data was submitted to descriptive statistical analysis and to compare the 

results to the loss of SMH%. Statistical significance was set at .05. Kruskal-Wallis 

and Mann Whitney were used to compare results between the different days and 

between the different biofilm species each day.  

The thickness and lactic acid and confocal resulting biofilms were subjected to 

a descriptive analysis.  

Results  

Table 1 shows the results of the percentage loss of surface enamel 

microhardness (% SMC) of the blocks exposed to different biofilm. All groups showed 

a gradual increase in the loss of microhardness along the experiment, but only in  

those exposed to S. mutans and C. albicans biofilm this was statistically significant.  

Comparing the C. non-albicans with C. albicans group after each day of 

exposure to biofilm, all of them showed similar loss until the third day of biofilm 

induction. Only after the 5th day, C. albicans showed a greater increase in hardness 

loss compared  to the C. non-albicans. Moreover, comparing the species C. non-

albicans among themselves, C. tropicalis showed a greater % loss on the 5th day 
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compared with C. parapsilosis and at the 8th day compared to C. glabrata. No 

statistical difference between C. parapsilosis and C. glabrata was observed.  

Figure 1A shows the percentage loss of hardness caused by non-albicans 

species, throughout the experiment.  

Biofilm formation was detected in all isolates. Figure 1B shows the behavior of 

biofilm formation among isolates of C. non-albicans in every  day of the experiment. 

All isolates exhibited greater biofilm formation on the third day. In the 15th there was a 

decreased in all samples followed by an increase in the 28th, especially for C. 

parapsilosis.  

Figure 1C shows that all species of C. albicans produced no-lactic acid after 

28 days of the experiment being the final production of C. tropicalis higher compared 

to other isolates.  

Qualitative analysis of the images (Figure 2) revealed a uniform biofilm with 

organization of cells covering most of the substrates having significant presence of 

yeast and hyphae in all isolates. The quantitative analysis of biofilm Fluorescence 

transmitted by the different species revealed that the C. glabrata showed much 

greater quantity of extracellular matrix (92,30) and thickness (26,69), whereas 

Candida parapsilosis showed higher cell viability (72 , 62).  

Discussion  

Caries is a chronic and slowly progressive disease characterized by location 

and irreversible destruction of tooth structure (Rouabhia et al., 2012). The production 

of acidogenic substances that promotes loss of tooth minerals (Lemos et al., 2013) 

and extracellular glucans (Rouabhia et al., 2012) of S. mutans did the main agent in 

the process of decay (Klinke et al., 2009). However, studies indicate interaction of C. 

albicans as a mediator in caries development (Jarosz et al., 2009). HIV-infected 

children have a higher quantity of Candida spp. in the oral cavity (Cerqueira et al., 

2007) and a high prevalence of dental caries (Castro et al., 2004).  This leads us to 

believe that exists a direct relationship between these two factors. However, it is 

unknown the involvement of these species of C. non-albicans species in the 

establishment of caries, although these yeasts are often present in the oral cavity. No 
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study with this proposal was found in the literature, consequently the results obtained 

here are unprecedented. 

The results of this study corroborate with previous studies (Charone et al., 

2013, Klinke et al., 2001) to demonstrate that C. albicans and S. mutans were both 

able to promote demineralization of bovine enamel in vitro, and significantly 

promoted cavitation on the 28th day of evaluation, which did not allow the 

measurement of superficial microhardness in these groups. In addition, Nikawa et al. 

(2003) demonstrate de ability of C. albicans to dissolve hydroxyapatite from the 

production of lactic acid derived from the fermentation of carbohydrates  and Klinke 

et al. (2001), shows that C. albicans could increase caries incidence in mice teeth 

when it is present in your microbiota.   

In the present study, C.non-albicans caused mineral loss but not with the 

same intensity. Compared with C. albicans, they showed similar behavior at the 3th 

day of the experiment and only from the 5th day there was a greater mineral loss, 

caused by C. albicans. The greater ability of C. albicans to cause mineral loss, 

comparing to C. non-albicans suggesting a higher virulence potential. 

Comparing the ability of demineralization among species of C. non- albicans, 

our results suggest that C. tropicalis species were more suitable to cause 

demineralization compared with C glabrata and C. parapsilosis as C. tropicalis was 

able to produce a greater loss in the 5th and 8th days. These findings may be related 

with an increased production of lactic acid by C. tropicalis in the results presented 

here. When the production of acidic substances is high, greater is the capacity of 

dissolving hydroxyapatite resulting in exposure of dentin collagen leading to the 

adherence of the yeast in the dental unit (Manfredi et al., 2006). Similar results have 

also been presented in our previous investigations (Portela et al., 2012). It is 

noteworthy also that according to Portela et al., 2004, apart from C. albicans also C. 

tropicalis and C. parapsilosis may have a greater capacity for virulence, which is in 

accordance with our study.  

Regarding the observation of the ability of biofilm formation, the semi-

quantitative assay of XTT reduction of C. non-albicans species showed that C. 

glabrata was the main producer of biofilm. Compared with the others, this finding 
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corroborates the study of Sánchez-Vargas et al. (2013) that assessed the isolated 

Candida biofilm formation. They observed a higher biofilm production in C. glabrata 

than in C. tropicalis, C. albicans and C. krusei isolates. However, his studies differed 

in methodology from ours, since only Candida species from oral mucosa and in adult 

patients were used.  

Nevertheless, Calderone, 2011 reported the ability that Candida species 

demonstrated to change their morphology between yeast and hyphal forms 

contributing to their greater pathogenicity. As regards to the structural arrangement of 

the biofilm, the results presented here, one could note the presence of the hyphae 

isolates of C. parapsilosis (Figure 2). This finding may be associated with virulence 

factors that yeast presents, such as dimorphism, adhesins and secretion of 

proteases as shown by (Manfredi et al., 2006). Protease has the ability to degrade 

collagen, which is present in 90% of the organic matrix of dentin (Bhaskar et al., 

1986) showing high characteristics of pathogenic species of C.non-albicans biofilms 

of children HIV. The evaluation of the topography of the biofilm, however, was only 

evaluated started on the 5th day after it’s induction, since the results of quantification 

of the biofilm showed a marked decrease in the 8th day of experiment. Under the 

experiments conditions, the topographic evaluation of the biofilm, as well as the 

ability to it's formation, may not be related to the ability to cause loss of hardness in 

vitro as well as  the limitations of an in vitro evaluation. 

Thus, it is concluded that both C. albicans and C.non-albicans species have 

the capacity to induce demineralization of tooth structure reducing the hardness of 

the enamel as well as producing high amount of lactic acid resultant from biofilm. The 

control of these fungi in the oral cavity of HIV-infected children is essential not only to 

prevent oral candidiasis, but also to aid in caries prevention. Considering the high 

prevalence of caries in these population, further clinical and laboratory research is 

needed to elucidate further contributing factors of this disease.  
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Table 1: Mean percentage reduction of enamel surface microhardness exposed in different biofilms from isolated from HIV Infected children and S. 
mutans (ATCC) over 28 days experiment . 

Day 

%SMC/SD  of 
biofilm S.mutans 

n=15 

%SMC/SD  of 
biofilm C. albicans 

n=30 

%SMC/SD  of 
biofilm C. glabrata 

n=15 

%SMC/SD  of 
biofilm C. 

parapsilosis 

n=75 

%SMC/SD  of 
biofilm C. tropicalis 

n=15 

%SMC/SD  of 
biofilm controle 

n=15 

3th 58,42±27,77 31,01±24,62 18,19±3,56 18,35±12,27 18,12±16,97 8,42±7,43 

5th 79,10±17,98 74,52±12,12 a,d,g 15,80±15,87a 13,11±17,25d* 32,62±17,17g* 9,31±9,40 

8th 69,34±18,23 85,89±7,22 b,e,h 12,61±4,83b** 23,75±17,41e 36,55±11,06h** 0,58±7,46 

15th 87,09±5,18 91,39±6,31 c,f,i 21,91±5,89c 20,75±18,71f 26,44±24,95i 2,20±4,11 

28th --- --- 32,56±20,34 23,76±13,03 45,45±28,55 20,76±26,79 

pvalue 

(Kruskall-Wallis) 
0,013 0,013 0,375 0,086 0,500 0,469 

Teste Mann-Whitney.   Test p value >.05 
a,b,c,d,e,f,g,h,i,*,** Significant statistical difference in SMC 
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Figure 1 Behavior to isolated to C. glabrata, C.parapsilosis and C. tropicalis from HIV Infected over 28 
days experiment . (A).  Percentage of microhardness reduction (noncumulative) in enamel; (B) Biofilm 
production categorization among isolated; (C) Lactate measurement production. 
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Figure 2 Confocal scanning laser microscopy of Candida spp. biofilms. A representative strain of (A) C. glabrata, 
(B) C. parapsilosis,  (C) C. tropicalis,  were selected in order to illustrate the presence of yeasts, hyphae, 
pseudohyphae, different arrange and density of mature biofilm formed by Candida species. Biofilm thickness (µm) 
of each specie that underwent CLSM was determined by merging orthogonal view. Side-view images were 
obtained using software LAS-AF 4.1.2. Magnification: 40x. 
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5. DISCUSSÃO 

A cárie dentária continua apresentando elevadas prevalências em crianças 

infectadas pelo HIV, apesar da ênfase na prevenção voltada para esta população 

(Cerqueira et al., 2007). A literatura demonstra que a prevalência desta doença nas 

crianças infectadas é maior do que nas saudáveis, principalmente naquelas mais 

jovens e em dentição decídua (Oliveira et al., 2014). Estudos comprovam também 

que crianças infectadas pelo HIV apresentam maior quantidade de Candida spp. na 

cavidade oral quando comparadas a crianças clinicamente saudáveis (Portela et al., 

2004; Cerqueira et al., 2007). A capacidade deste fungo em formar biofilme se 

caracteriza por um processo multicelular complexo baseado na adesão celular, 

crescimento e mudança morfogênica do estado levedura para a forma filamentosa 

(Deveau & Hogan, 2011; LI et al., 2007). 

A associação entre espécies de Candida e o estabelecimento da cárie 

dentária tem sido relatada em vários trabalhos não só relacionados a pacientes 

infectados pelo HIV (Grabris  et al., 1999; Radford  et al., 2000; Mondin, 2003; 

Hossain  et al., 2003; Carvalho et al., 2006; 2007;Cerqueira et al., 2010; Metwalli et 

al., 2013; Sztajer et al., 2014). Chagas et al. (2009) ao realizar um estudo com 

crianças infectadas demonstraram correlação significativa entre o número de dentes 

com cárie atingindo dentina e a quantidade de espécies de Candida na mucosa 

desses pacientes.  Ainda, estudos in vitro sugerem que espécies de C. albicans 

apresentam um alto potencial acidogênico e capacidade para causar perda mineral,  

sendo portanto um coadjuvante do processo de estabelecimento da cárie dentária 

(Samaranayake et al., 1986, Nikawa et al., 2003, Charone et al., 2013) . Além disso, 

Klinke et al. (2001) demonstraram que a C. albicans é capaz de aumentar a 

incidência de cárie em ratos quando associado a uma microbiota de baixo potencial 

cariogênico.  

Na literatura consultada até o presente momento, porém, não foram 

encontradas pesquisas sobre o envolvimento das espécies de C. não-albicans frente 

esse processo. Devido ao crescente número de pacientes imunossuprimidos e 

infectados pelo HIV, cuja expectativa de vida nos últimos anos tem aumentado frente 

aos avanços da terapia antirretroviral, e nos quais a presença de espécies de C. 
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não-albicans na cavidade bucal tem se tornado comum, torna-se importante este 

tipo de investigação. Adicionalmente, muitos casos de infecções bucais graves e 

resistentes a terapia antifúngica convencional tem sido associada a estas espécies 

C. não-albicans (Portela et al., 2004  o que nos faz crer que estas espécies, assim 

como a C. albicans, apresentar capacidade para interferir no processo da doença 

cárie em crianças infectadas pelo HIV.  

Na primeira etapa desse trabalho, foi realizada uma análise comparativa, in 

vitro, do potencial de desmineralização do esmalte dentário bovino exposto a 

biofilmes formados por isolados de C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis 

previamente coletados por Charone (2009), oriundos de crianças infectadas pelo 

HIV. Para tal, foi utilizado o modelo de formação de biofilme sobre blocos de esmalte 

que, de acordo com Fontana et al. (2004), é o melhor modelo in vitro para o 

desenvolvimento de lesões de cárie. 

O biofilme dentário se caracteriza como um reservatório de nutrientes 

propiciando o estabelecimento de uma comunidade microbiana. Os metabólitos 

resultantes dessa comunidade, dentre eles a produção de ácido e glucanas 

extracelular favorecem a ligação desses microrganismos ao dente (Kidd et al., 2007; 

Isalm et al., 2007; Roubhia et al., 2012). Adicionalmente, de acordo com Nikawa et 

al., (1998) componentes da parede celular das leveduras  interagem 

eletrostaticamente com íons de cálcio e fosfato estabelecendo uma efetiva aderência 

com hidroxiapatita, contribuindo dessa forma na ligação em superfícies sólidas 

(Cannon et al., 1995). 

No presente estudo, observamos que a capacidade do S. mutans e da C. 

albicans de promoverem desmineralização do esmalte bovino in vitro foi 

significativamente maior (Charone et al., 2013 e Klinke et al., 2001). No 28o  dia de 

avaliação, após a indução inicial do biofilme, ambos os grupos (C. albicans e S. 

mutans) foram capazes de provocar perda de estrutura superficial do esmalte, 

inviabilizando, dessa forma, a mensuração no que se refere a sua perda da 

microdureza. Esses resultados podem ser justificados por autores que demonstram 

que, além do S. mutans, a C. albicans também apresenta capacidade de dissolver 

hidroxiapatita (Nikawa et al., 2003) a partir de sua elevada produção de ácido. Frente 

a esta significativa capacidade de provocar desmineralização no esmalte bovino, 
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justificamos a inclusão destes dois grupos na presente pesquisa para fins de 

comparação com os resultados das cepas de C. não-albicans.  

No que se refere ao S. mutans, considerado como principal agente etiológico 

no estabelecimento da doença cárie (Tanzer et al., 2001), seu potencial na perda de 

mineral já foi estabelecido (Filoche et al., 2007; Azevedo et al., 2011; Arthur et al., 

2013) assim como o da C. albicans. (Charone et al., 2013) Desta forma, como já 

citado anteriormente, optamos pela utilização de uma cepa ATCC deste 

microrganismo como controle positivo da desmineralização do esmalte bovino. Na 

literatura consultada, a maioria dos modelos de formação de biofilme com S. mutans 

também utiliza uma cepa padrão deste microrganismo (Ccahuana-Vasquez et al., 

2010; Rymovicz et al., 2013).  

No que se refere à atuação das espécies de C. não-albicans, o presente 

estudo mostrou que elas também foram capazes de promover perda mineral, ainda 

que de forma reduzida. Quando comparadas com os valores de desmineralização de 

C. albicans, elas apresentaram comportamento similar até o 3o dia de experimento e 

somente a partir do 5o dia notou-se uma maior perda causada pela C. albicans 

demonstrando uma maior capacidade da C. albicans em causar perda mineral, 

frente as C. não-albicans, sugerindo um maior potencial de virulência da primeira.  

Já, comparando a capacidade de desmineralização entre as espécies de C. 

não-albicans, nossos resultados sugerem que a espécie de C. tropicalis apresenta 

maior potencial de desmineralização quando comparada com C. glabrata e C. 

parapsilosis por ter sido capaz de causar maior perda nos 5o e 8o dias. De forma 

análoga, ao observar alguns fatores de virulência como a produção e secreção de 

proteases por espécies de Candida, resultados similares foram demonstrados por 

nosso grupo de pesquisa (Portela et al., 2012). Vale ressaltar também,  de acordo 

com Portela et al. (2004), que depois da C. albicans, a C. tropicalis tende a 

apresentar maior virulência dentre as não-albicans.  

Em estudos de formação de biofilme in vitro, lâminas de vidro (Koo et al., 

2003; Kim et al., 2008) ou discos de hidroxiapatita pré-fabricados (Badet et al., 2008) 

são utilizados como superfícies de aderência. De uma maneira geral, indica-se que o 

substrato a ser avaliado seja semelhante ao cavidade bucal, e por isso os dentes 
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usados como substrato em estudos in vitro, mimetizam melhor a realidade, sendo 

assim os modelos mais utilizados (Ccacahuana-Vasquez et al., 2010; Azevedo et al., 

2011; Van De Sande et al., 2011). Desta forma, optamos pela utilização de blocos 

de esmalte bovino, já que apresentam semelhança estrutural com o esmalte humano 

e vem sendo bastante utilizados em estudos in vitro, devido a maior facilidade de 

obtenção (Azevedo et al., 2011; Soares et al., 2012; Giacaman et al., 2013).  

Após a indução do biofilme sobre os fragmentos de esmalte bovinos e 

avaliação da modificação da microdureza superficial, optamos por quantificar a 

capacidade de formação de biofilme das espécies de C. não-albicans utilizadas no 

presente estudo a fim de traçar uma associação com o dano causado na superfície 

do esmalte. Já é sabido que a adesão aos tecidos do hospedeiro é a fase inicial para 

a colonização e posterior infecção por Candida spp. (Bendel & Hostetter, 1993). 

Após a adesão inicial, a capacidade de formação de biofilme é um importante fator 

de virulência de Candida spp. (Luca et al., 2012). Nossos resultados mostraram que 

todos os isolados de C. não-albicans apresentaram a capacidade de formar biofilme 

in vitro, característica envolvida na patogênese das doenças causadas por esses 

microrganismos (Sardi et al., 2013). Além disso, a organização em biofilme também 

confere a este fungo maior resistência e menor susceptibilidade a antimicrobianos 

(Mathé & Dijck, 2013). A C. glabrata foi a maior produtora de biofilme comparada as 

demais. Esse achado corrobora com o estudo de Sánchez-Vargas et al. (2013) onde 

essa espécie também se apresentou com maior produção de biofilme comparada 

com  C. tropicalis, C. albicans e C. krusei, isolados da mucosa oral de pacientes 

adultos. Mane et al., (2013) estudaram a formação de biofilme por isolados orais de 

Candida de pacientes infectados pelo HIV, porém seus resultados diferiam uma vez 

que a maior produção de biofilme se deu pela C. tropicalis, seguido por C. 

parapsilosis. C. guilliermondii e C. krusei.  

 Ainda, de acordo com os nossos resultados de formação de biofilme através 

da mensuração de células viáveis pela reação do XTT, observou-se que o ponto de 

maturação do biofilme para todas as espécies estudadas foi o 50 dia. A partir desse 

tempo, os resultados demonstram decréscimo acentuado na quantidade de células 

viáveis. Desta forma, a avaliação da topografia do biofilme, através de microscopia 

confocal, se deu neste dia. Com esta metodologia de avaliação (microscopia 
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confocal), também pudemos observar que o biofilme formado pelo isolado de C. 

parapsilosis apresentou hifas na sua composição. Calderone (2012) caracteriza que 

essa capacidade em mudar sua morfologia de levedura para formas de hifas pode 

estar diretamente relacionada com a sua patogenicidade. Berman e Sudbery, (2002) 

também enfatizam que essas leveduras são dotadas de dimorfismo, ou seja, é 

capaz a existir tanto como uma levedura, pseudohifas e hifas, e essa característica é 

conhecida como o principal determinante de virulência. 

Um critério crucial para se determinar características de cariogenicidade de 

um microrganismo é a quantidade de ácido produzido por unidade de tempo. 

Portanto, vários estudos avaliam in vitro as mudanças de pH causadas por 

microrganismos orais (Klinke et al., 2009; Kneist et al., 2012). Sob condições 

experimentais, a produção de ácido é influenciado pelo pH atual, capacidade tampão 

do meio, densidade celular e fase de crescimento do microrganismo (Birkhed et al., 

1978) e esses fatores dificultam a comparação e interpretação dos nossos 

resultados com os demais na literatura.  

Assim, a terceira etapa desse trabalho, foi avaliar a capacidade de produção 

de ácido lático pelos biofilmes formados. A reprodutibilidade e precisão desse 

procedimento é satisfatória, com um coeficiente de variação de 4 a 3% (Loveren et 

al. 2000). Nossos resultados demonstraram maior produção de ácido lático por C. 

tropicalis seguida da C. parapsilosis e C. glabrata. Esse resultado podem estar 

associados a maior redução da microdureza promovida pela C.tropicalis. Com isso, 

quanto maior a produção de substâncias ácidas, maior capacidade de dissolução de 

hidroxiapatita, o que pode resultar na exposição de colágeno da dentina e favorecer, 

dessa forma, também na adesão dessas leveduras na unidade dentária (Manfredi et 

al. 2006). Porém, C. tropicalis se apresentou com a menor capacidade de formação 

de biofilme. A associação desses resultados sugere que essa espécie seja 

categorizada como a mais cariogênica dentre as cepas de C. não-albicans do 

presente estudo.   

Portanto, com base nos resultados apresentados na presente pesquisa, torna-

se evidente a necessidade de novas avaliações visto que ainda há muito a investigar 

sobre estas espécies. Estes estudos devem ser feitos, não apenas no âmbito de se 

evitar a candidíase oral, mas também na prevenção da doença cárie.    

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kneist%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22536593
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6. CONCLUSÕES 

A partir dos resultados obtidos no presente estudo,pode-se concluir que:  

Espécies de Candida não-albicans  isoladas do biofilme supragengival de 

crianças infectadas pelo HIV, apresentaram potencial de desmineralização,  in 

vitro,sobre o esmalte bovino. 

 As espécies de C. não-albicans isolados do biofilme dental de crianças 

infectadas pelo HIV demonstraram moderado potencial de redução na 

microdureza superficial do esmalte bovino quando comparados com C. 

albicans e S.  

 A Candida glabrata confere maior capacidade de formação de biofilme 

isoladas do biofilme supragengival de crianças infectadas pelo HIV. 

 A Candida tropicalis apresenta maior capacidade de desmineralização do 

esmalte bovino, bem como maior produção de ácido lático.  
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8. ANEXOS 


