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RESUMO

A entrada de micro-organismos pela cavidade bucal pode ocasionar o surgimento
de varios tipos de infeccdo. Dentre as doencas orais, a candidose € uma doenca
oportunista em que Candida albicans se prolifera formando biofilmes, que inclui a
adesdao inicial e a acumulacdo em superficies. Durante os primeiros meses de vida,
a candidose é uma manifestacdo que pode acontecer em criangas frequentemente.
O aleitamento materno € uma pratica comum nos primeiros 6 meses de vida, devido
as suas excelentes fontes nutricionais e imunolégica para o neonato. O colostro
possui diversos componentes de defesa, dentre estes, a lactoferrina que possui
boas propriedades contra variados micro-organismos, no entanto, pouco se sabe
sobre sua agao sobre a formacao do biofilme de Candida albicans (CA). O objetivo
desse estudo foi o de avaliar in vitro a adeséo inicial e acumulo de CA em presenca
de lactoferrina. Para isso, foram realizados biofilmes de CA em placas de 24 pocos
de poliestireno que receberdo lactoferrina em dois momentos distintos: antes da
insercao microbiana e apds a CA ser aplicada. Apds 24 horas de incubacao a 37 °C
em aerobiose, os biofilmes foram fixados em formaldeido e corados posteriormente
com cristal violeta. A densidade Optica (DO) foi analisada em espectrofotbmetro
digital a 460 nm. Os resultados mostraram que a DO no grupo de controle positivo
de 1,80 £ 0,278 muito superior ao controle negativo que foi de 0,231+0,121
(p<0,05). Houve diferenca estatisticamente significante na DO média da biomassa
do biofilme formado no grupo que recebeu a LA antes (média 0,715 +0,260) quando
comparado a DO do controle positivo (p<0,05). Por outro lado, a incubacéo conjunta
da LA com o inéculo fungico aumentou significantemente o desenvolvimento e
acumulo do biofilme apds 24 horas quando comparada com o grupo de aplicagéo
prévia da LA, isto por que a DO média foi de 1,933+0,17, estatisticamente maior
(p<0.05) mas nao diferente da DO do controle positivo (p>0,05). Os resultados
permitiram concluir que a lactoferrina pode interferir na adeséo inicial de CA,

impossibilitando que ocorra o acumulo microbiano.

Palavras-Chaves: Candida albicans, Lactoferrina, Candidose oral, Biofilme



ABSTRACT

The entry of microorganisms into the oral cavity may lead to several types of
infection. Among oral diseases, candidiasis is an opportunistic disease in which
Candida albicans proliferates forming biofilms, which includes initial adhesion and
accumulation on surfaces. During the first months of life, often, candidosis is a
manifestation that can happen in children. Breastfeeding is a common practice in the
first 6 months of life because of its excellent nutritional and immunological sources
for the newborn. Colostrum has several defense components, among them
lactoferrin that has good properties against various microorganisms, but little is
known about its action on the formation of Candida albicans (CA) biofilm. The
objective of this study was to evaluate in vitro the initial adhesion and accumulation
of CA in the presence of lactoferrin. For this, CA biofilms were made in 24-well
polystyrene plates that will receive lactoferrin at two different times: before microbial
insertion and after CA is applied. After 24 hours of incubation at 37°C in aerobiosis,
the biofilms were fixed in formaldehyde and stained with violet crystal. The optical
density (OD) was analyzed in a digital spectrophotometer at 460 nm. The results
showed that OD in the positive control group was 1.80 + 0.278 much higher than the
negative control that was 0.231 + 0.121 (p <0.05). There was a statistically significant
difference in the mean OD of the biofilm biomass formed in the group that received
the LA before (mean 0.715 * 0.260) when compared to the OD of the positive control
(p <0.05). On the other hand, the LA incubation with the fungal inoculum significantly
increased the development and accumulation of the biofilm after 24 hours when
compared to the previous LA application group, because the mean OD was 1.933 +
0.17, statistically higher (p <0.05) but not different from the DO of the positive control
(p> 0.05). The results allowed concluding that lactoferrin may interfere with the initial

adhesion of CA, making it impossible for microbial accumulation to occur.

Key words: Candida albicans, Lactoferrin, Oral candidosis, Biofilm.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A colonizacdo oral do recém-nascido inicia-se a partir do nascimento,
guando a crianca recebe micro-organismos provenientes do canal do parto ou pelo
contato com as pessoas e o ambiente (BRANDTZAEG, 2003). A cavidade oral € a
via priméria de entrada de varios micro-organismos (BERKOWITZ et al., 1980).
Alguns destes, embora passem pelas mucosas, ndo sdo capazes de coloniza-las
(SMITH & TAUBMAN, 1992). No entanto, outros se tornam residentes das
superficies mucosas, modificando-a e permitindo o estabelecimento de novos micro-
organismos, formando comunidades microbianas complexas denominadas de
biofilmes (MARCOTTE & LAVOIE, 1998).

Biofilmes sdo derivados microbiolégicos de comunidades sésseis
caracterizados por células que estédo irreversivelmente ligadas a um substrato ou
uma interface ou uma a outra (ZIJNGE et al., 2010) contendo uma ampla variedade
de espécies que interagem entre si (SHIRTLIFF et al., 2009; THEIN et al., 2009) e
sao incorporados numa matriz de substancias poliméricas extracelulares (DONLAN
& COSTERTON, 2002). A cavidade bucal é colonizada por diferentes espécies
microbianas que se encontram organizadas em biofilmes (JAROSZ et al., 2009).

Alguns biofilmes microbianos contribuem para a causa de doencas humanas
(FALSETTA et al.,, 2014), como, por exemplo, a candidose que é uma doenca
comum na infancia e que tém como agente etiolégico Candida albicans (CA)
(LOHSE, et al., 2017), a espécie fungica mais comum, considerada comensal na
cavidade oral de seres humanos (KIANIPOUR, et al., 2018) e oportunista pois pode
ocasionar lesdes orais quando a imunidade, higiene, entre outros fatores do
hospedeiro é prejudicada (SAMARANAYAKE et al., 2009; VAN DE VEERDONK et
al., 2010). A candidose se manifesta quando fatores predisponentes, fisiolégicos,
patolégicos e mecanicos, modificam o relacionamento que ocorre entre o hospedeiro
e a microbiota residente (ALMEIDA, et al., 2018), ou seja, a relacdo de comensal
depende da integridade do tecido, da microbiota e do sistema imune do hospedeiro.
Neste caso, a candidose pode ser localizada, determinando sintomatologia restrita a
essa area ou pode ser sistémica (JOUAULT et al., 2009; DE ROSSI, 2011). As
infecgOes disseminadas podem ser letais com alta taxa de morbidade e mortalidade
(40 a 60%), sendo gque a candidose esta em quarto lugar entre 0s principais tipos de
infeccbes nosocomiais (WENZEL & GENNINGS, 2005).
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A candidose oral consiste em uma manifestacao local que pode acometer
cerca de 10 a 15% da populacdo de criangas nos primeiros meses de vida
(STECKSEN-BLICKS et al., 2015). Cerca de 5,7% dos recém-nascidos possuem
Candida spp na cavidade oral (RUSSELL & LAY, 1973), sendo que entre 0,5 a 1,5
anos, hd um aumento de 44% de criancas portadoras do fungo (KLEINEGGER et
al., 1996). Este micro-organismo se acumula, principalmente, na lingua; mas, pode
transitar na mucosa e saliva e se organizar em biofilmes (LIM et al.,, 2012)
possibilitando sua melhor sobrevivéncia (WILLIAMS & LEWIS, 2011; WILLIAMS et
al., 2011) e aumento da expressao de fatores de viruléncia (RAJENDRAN et al.,
2010; LIM et al., 2012). Possui vérios fatores de viruléncia, incluindo a capacidade
de se aderir as superficies pelo crescimento filamentoso e produzir enzimas
hidroliticas capazes de causar danos as células (WILLIAMS & LEWIS, 2011;
WILLIAMS et al., 2011).

Uma prética muito comum e preconizada pelo Ministério da Saude é o
aleitamento materno exclusivo até no minimo os 6 primeiros meses de vida. E
indiscutivel a importancia deste leite para o desenvolvimento do neonato pois é
caracterizado por um complexo nutricional e de sistema de defesa (FUSTINONI, et
al., 2018.), que inclui imunoglobulinas, lactoferrina, caseinas, lactoperoxidase,
lisozima, leucécitos, oligossacarideos antiaderentes, lipidios antivirais e agentes
anti-inflamatérios (HANSON & KOROTKOVA, 2002). O leite materno pode ajudar no
combate de algumas infeccBes, proporcionando o revestimento das superficies
mucosas, impedindo assim a adesao de micro-organismos nos tecidos (DIAS, et al.,
2017). No entanto, mesmo com essa protecdo, alguns micro-organismos ainda
conseguem se unir as mucosas, formando o biofilme (COSTA, et al., 2014). Além
disto, ha uma grande discussédo a respeito do aleitamento prolongado e a auséncia
de higiene oral apos as mamadas, 0 que vem contribuindo para o aumento de
lesbes orais como a carie (VICTORA et al., 2016).

Um estudo recente, mostrou que o leite materno, mais especificamente, o
colostro, que € o leite mais rico em componentes imunolégicos e secretados nos
primeiros dias apds o parto, ndo favorece a adesdo do biofilme de CA in vitro, e
ainda impossibilita o seu desenvolvimento (FARIA, 2017). As razdes para isto,
certamente estdo associadas aos varios componentes gue o leite materno possui.
Dentre estes componentes a lactoferrina, que € uma glicoproteina do leite materno

com efeitos antimicrobianos e anti-inflamatdrios (LONNERDAL, 2013). A protecao
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contra diarreia e infec¢cdes neonatais sdo as atividades relevantes mais provaveis da
lactoferrina em criancas (TURIN et al., 2014).

Muito se discute sobre a concentracao no leite materno e a possibilidade de
introducgéo da lactoferrina em criangas nao aleitadas no peito (LONNERDAL, 2013).
Ha evidéncias de que a lactoferrina possa interferir na proliferacdo da Candida
(SOUKKA et al., 1992) e que o leite humano desnatado e diluido em meio de cultura
teve efeitos fungistaticos sobre C. albicans que foram revertidos pela adi¢cao de ferro
(ANDERSSON et al., 2000). Diante do exposto, ha necessidade de se investigar as
propriedades do leite materno, em especial, da lactoferrina, na adesao e formagéo
da C. albicans na conformac&o de biofilme que representa um consoércio de dificil

acesso para 0s componentes imunolégicos e antimicrobianos.
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2 HIPOTESE

A lactoferrina diminui a formagao do biofilme de C. albicans in vitro por

impossibilitar a adesao inicial desta levedura.



15

3 OBJETIVOS

3.1 Gerais

O objetivo desse estudo foi o de avaliar in vitro a formacdo e

desenvolvimento do biofilme Candida albicans em presenca de lactoferrina.

3.2 Especificos

Os objetivos especificos incluiram:
-Avaliar a aderéncia microbiana apds a aplicacao de lactoferrina;

-Avaliar a biomassa do biofiime formado ap6s 24 horas em contato com a

lactoferrina;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao da Cepa Microbiana e Meios de Cultura

O quadro a seguir indica a cepa, seu registro de ATCC, e os meios de

cultura utilizado para obtencao do in6culo para os testes realizados:

Micro-organismo ATCC number Meio de cultura

Candida albicans 10231 BHI (Brian Heart Infusion)

4.2 Ensaios de Formacao de Biofilme in vitro

4.2.2 Preparagao do meio de cultura e Cultivo Microbiano

Foi utilizado o meio de cultura Brian Heart Infusion (BHI; Difco Laboratories,
Detroit, MI) diluido em agua deionizada e posteriormente autoclavado em tubos de
25 mL. A cepa de CA foi crescida em BHI durante 24 h em aerobiose a 37° C. Apos
atingir uma absorbancia de 1 apdés a mensuracdo a 600 nm em Espectrofotdmetro
(Thermo Plate TP-Reader), a cultura microbiana foi utilizada para a formacédo de

biofilme.

4.2.3 Formacéao do Biofilme

Foram utilizadas seis repeticbes em placas estéreis de 24 pocos de
microtitulacdo com fundo plano de poliestireno (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA). Os
pocos receberam as amostras de LA (nos grupos experimentais) e 150uL da cultura
de CA e 1 mL do meio BHI. Apds 24 horas de incubacgdo a 37° C em aerobiose, 0s
biofilmes foram avaliados e corados.
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4.2.4. Grupos Experimentais e Controles

Os experimentos foram divididos em 2 grupos experimentais (com 6
repeticbes de cada) de aplicacdo da Lactoferrina (LA): ANTES e DURANTE a
aplicacdo da cultura de Candida albicans (DO °%"™ =1) como esquematizado na

Figura 1 e descritos abaixo.

Figura 1. Representacé@o esquematica dos procedimentos e grupos experimentais

E’ZEIiLI?.He[ﬁ].A AS50uLReACARELENLBHIR

LA-
Antes

B2 AR

EL50uLR e@CAREAR LBHIE

LA-
Durante

. 24Mhoras/B7°CH

EL50uLRE e@CAREARMLBHIE

Controle
Positivo

Evidenciagdo@iof
Biofilme@deridol

Controle 1EnLEBHIE
Negativo

- Grupo LA antes: Aplicacédo da LA antes do biofilme: Foram aplicados 2uL de
LA nos pogos das placas de poliestireno que foi mantido a temperatura ambiente,
sob agitacao por 3 horas. Em seguida foi acrescentado os materiais para a formacao

do biofilme como descrito no item 4.2.3.

- Grupo LA durante: Aplicacdo da LA em conjunto com CA. Foram aplicados
2uL de amostras de LA nos pogos das placas de poliestireno em conjunto com os

materiais para a formacéo do biofilme como descrito no item 4.2.3
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- Grupo Controle Positivo (Con positivo) - 24 horas: Foram aplicados nos
pocos o biofilme como descrito no item 4.2.3 sem a presenca da LA e deixados

incubados por 24 horas.

- Grupo Controle Negativo (Con negativo): Foram aplicados nos pocos o

meio BHI e incubados a e apds 24 horas de incubagédo a 37°C em aerobiose.

4.2.5 Fixacao e coloracao do Biofilme

Apdbs remocdo das células planctdnicas o biofilme formado nos pocos das
placas de microtitulacdo foram fixados com 1 mL de solucéo de formaldeido a 10% e
deixados durante a noite a temperatura ambiente. O formaldeido foi removido e 1
mL de solugdo de 0,1% de violeta de cristal foi adicionado, e a placas foram
mantidas a temperatura ambiente durante 1 h. A solu¢cdo de violeta cristal ndo
aderidas ao biofilme foram lavadas por 2 vezes com agua destilada. Apos lavagem e
remocao da agua, os pocos receberam 1 mL de alcool absoluto solubilizando o
cristal aderido.

A determinag&o do crescimento bacteriano e a formacéo de biofilme foram
avaliadas através da leitura das absorbancias de cada poco (Figura 2) das placas de
microtitulacdo de 96 pocos a 490 nm num Leitor de Elisa (Molecular Devices, Inc.,

Sunnyvale, CA).

Figura 2. Placas de Microtitulagdo com os biofilmes diluidos em Cristal violeta para mensuracao da

DO (Arquivo Pessoal)
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4.2.6 Andlises Estatisticas

Foram avaliados os valores de DO obtidos nos pocos apés a fixacdo e
coloracdo dos biofilmes. Os grupos experimentais foram comparados entre si bem
como com os grupos controle. Os resultados foram analisados estatisticamente pela
Andlise de variancia, com poés teste de Bonferroni. Um valor de p<0.05 foi

considerado estatisticamente significante.
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5 RESULTADOS

O Biofilme do grupo controle positivo formado em 24 horas teve uma DO
média de 1,80 = 0,278 muito superior ao controle negativo que foi de 0,231+0,121
(Grafico 1, p<0,05°%). Houve diferenca estatisticamente significante na DO média da
biomassa do biofilme formado no grupo que recebeu a LA antes (média 0,715
+0,260) quando comparado a DO do controle positivo (Grafico 1, p<0,05%°). Por
outro lado, a incubacdo conjunta da LA com o in6culo fangico aumentou
significantemente o desenvolvimento e acumulo do biofilme apds 24 horas quando
comparada com o grupo de aplicacao prévia da LA, isto por que a DO média foi de
1,933+0,17, estatisticamente maior (Grafico 1, Anova, p<0.05*%) mas nao diferente

da DO do controle positivo (Grafico 1, Anova, p>0,05°).

Grafico 1. Valor médio de DO (600 nm) dos biofilmes formados de Candida albicans nos grupos de

aplicacdo de LA (Lactoferrina) antes e depois do indculo fungico, e dos grupos controle positivo e

negativo.
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As repeticbes que apresentaram aumento ou diminui¢do da porcentagem de
biomassa de biofilme de CA quando comparadas com o controle positivo estdo
esquematizadas no Gréafico 2. Todas as repeticbes dos grupos que tiveram a LA
aplicadas antes da formacéo do biofilme reduziram em média de 60,3% a formacéo
do biofilme (Gréfico 2), o que foi estatisticamente diferente do grupo de aplicacdo
posterior (p<0.05). Por outro lado, a aplicacdo conjunta de LA durante a inoculacao
microbiana fez com que a maioria dos biofilmes fossem ligeiramente aumentados,

ou seja, 83% dos ensaios tiveram uma DO maior do que o controle positivo.

Grafico 2. Porcentagem de reducdo do biofilme de Candida albicans nas repeticdes dos grupos de

aplicacéo de LA (Lactoferrina) antes e depois do in6culo fangico.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou o desenvolvimento do biofilme CA em placas de
poliestireno em presenca de LA em momentos distintos: antes da inoculagéo
microbiana e aplicagdo concomitante da cultura. A hipotese alternativa do presente
estudo nos mostra que a presenca de lactoferrina reduz a adeséo inicial de biofilme
de CA, mas nao interfere no acumulo dos micro-organismos ao poliestireno, visto
que a aplicacéo da lactoferrina depois, aumentou a biomassa microbiana, tal como
na sua auséncia.

A formacdo de aglomerados de Candida albicans em biofilmes representa
um dos principais mecanismos de viruléncia desta levedura por torna-los menos
susceptiveis a acdo antimicrobiana (SZIEGOLEIT et al., 1999). A adeséo do fungo
as células do hospedeiro € mediada pelas adesinas e a expressao destas moléculas
sofre influéncia de fatores ligados tanto ao ambiente, quanto ao hospedeiro. A agéo
das adesinas é essencial para que o fungo sobreviva superficialmente aderido as
células epiteliais ou internalizado por elas (PEREIRA, 2009; DE ROSSI, 2011). Os
resultados obtidos permitem sugerir a lactoferrina pode interferir na acdo destas
adesinas fangicas, visto pela diminuicdo do desenvolvimento do biofilme no grupo de
aplicacao prévia.

Os resultados do presente estudo mostraram que a presenca de lactoferrina
aplicado antes alterou o biofilme diferentemente dos resultados do estudo prévio que
testou amostras de colostro pois ndo alteram a média de DO quando comparado aos
controles de crescimento (FARIA, 2017). Embora, neste estudo prévio as analises
de frequéncia de amostras de colostro analisadas mostraram que mais de 63%
diminuiram o biofilme. Ha evidéncias de que a lactoferrina interfere na proliferacéo
de CA em modelos animais (VELUSAMY et al.,, 2014) e 0s nossos resultados
permitiram observar que esta propriedade esta relacionada a adesao inicial de CA e
nao ao seu acumulo in vitro.

A possibilidade de introducéo da lactoferrina em criancas ndo aleitadas no
peito (LONNERDAL, 2013) pode ser uma boa medida de controle do crescimento de
CA, desde que a higiene oral seja realizada periodicamente para remoc¢ao dos
biofilmes ja formados de CA. As evidéncias de que a lactoferrina possa interferir na
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proliferacdo da Candida (SOUKKA et al., 1992) é correta pois impede a adesao
inicial do fungo em superficies o que impossibilita a organizacao dos biofilmes.
Diante do exposto, a presente investigacao das propriedades anti biofilme de
CA da lactoferrina, colabora com as boas e inUmeras propriedades antimicrobianas
do leite materno, e fortalece a hipotese de que a higiene oral de criancas deve ser

um habito e realizado frequentemente.
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7 CONCLUSOES

Os resultados dos ensaios de CA permitiram concluir que:

- A aplicacao de lactoferrina, antes no inoculo alterou a adesdo de CA e o biofilme se
formou em menor concentragéo que no controle;

- A lactoferrina aplicada em conjunto com o fungo né&o interferiu no crescimento de
CA; pois, o biofilme, ndo se altera em biomassa ap0ds 24 horas;

- Os efeitos da lactoferrina séo efetivos antes do inicio da formacdo do biofilme,
principalmente por interferir no primeiro evento da formacdo do biofiime que é a

adesao inicial a superficie.
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