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RESUMO

Em Endodontia, 0 uso da medicacéo intracanal representa uma etapa importante para
reduzir o nimero de microrganismos no interior do sistema de canais radiculares.
Pastas a base de hidréxido de célcio sdo muito utilizadas devido a sua acéo
antimicrobiana e capacidade de dissolugdo tecidual. O fungo dimérfico Candida
albicans esta comumente presente na saliva de pacientes, podendo ser carreado para
o interior do canal radicular em diversas situacdes, como céaries, traumatismos e
restauracgdes infiltradas. Em casos de lesdo endodontica persistente, a Candida
albicans € considerada um microrganismo prevalente. A secrecdo de enzimas
histoliticas tem sido considerada como um importante fator na patogénese dessa
espécie. O objetivo deste trabalho foi avaliar, in vitro, o efeito da presenca do hidroxido
de célcio na secrecdo de fosfatases acida e alcalina, aspartil-proteases, esterase e
hemolisina pelo fungo. Para tanto, inoculou-se uma suspensédo de Candida albicans
em frascos contendo uma sequéncia de diluicbes seriadas de hidréxido de calcio ou
EDTA em caldo Sabouraud em condi¢cdes andxicas e norméxicas. Apds 48 horas de
incubacéo, foram realizados ensaios para determinagdo das atividades enzimaticas,
ndo sendo observada diminuicdo na viruléncia do microrganismo testado quando o
hidréxido de célcio estava presente no meio.

Palavras-chave: Canal radicular; hidroxido de célcio; Candida albicans; enzimas
histoliticas.



ABSTRACT

In Endodontics, the use of an intracanal medication is an important step to reduce the
number of microorganisms inside the root canal system. Calcium hydroxide-based
pastes are widely used because of its antimicrobial potential and tissue dissolution
ability. The dimorphic fungus Candida albicans is often present in the patients’ saliva
and can be carried inside the root canal system in some situations such as caries,
trauma and microleaked restorations. In cases of persistent endodontic lesions,
Candida albicans is considered to be a prevalent microorganism. The secretion of
histolytic enzymes has been considered an important factor in the pathogenesis of this
species. The aim of this study was to evaluate, in vitro, the effect of calcium hydroxide
in the secretion of acid and alkaline phosphatases, secreted aspartyl proteases,
esterase and hemolysin by the fungus. A suspension of Candida albicans was
inoculated in flasks containing a sequence of serial dilutions of calcium hydroxide or 1
mM EDTA in Sabouraud broth under anoxic and normoxic conditions. After 48 hours of
incubation, assays were performed in order to determine the enzymatic activities. It
was not observed a decrease in the microorganism virulence when the calcium
hydroxide was present in the medium.

Key-words: Root canal; calcium hydroxide; Candida albicans; histolytic enzymes.
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1 ARTIGO EM PORTUGUES

MODULACAO DA EXPRESSAO DE ATRIBUTOS DE VIRULENCIA DE Candida

albicans POR HIDROXIDO DE CALCIO

RESUMO

Objetivos. Avaliar a exacerbacdo ou a reducdo do potencial de viruléncia de Candida
albicans exposta a diferentes concentracdes de hidroxido de calcio com base na
secrecao das enzimas fosfatase &cida e alcalina, aspartil-proteases secretoras, esterase e

hemolisina.

Metodologia. A cepa SC5314 foi cultivada em atmosfera normoxia e andxia por 48 h.
Apbs o periodo de incubacdo, foram inoculadas em caldo Sabouraud (SB) puro ou
contendo diluicdes seriadas de Ca(OH), ou EDTA 1 mM. Apds 48 h de incubacdo tanto
em atmosfera norméxica quanto anoxica, 0s tubos-teste foram submetidos a ensaios
para a determinacdo das atividades enzimaticas. Os dados obtidos foram analisados

estatisticamente.

Resultados. Ndo foi observada diminuigdo da viruléncia do microrganismo testado
quando o hidroxido de célcio estava presente no meio. J& na presenca de EDTA, houve

uma tendéncia de aumento da secrecdo de enzimas quando em atmosfera andxica.

Conclusdo. A presenca de oxigénio ndo interferiu no crescimento celular de Candida
albicans; o hidréxido de calcio ndo interferiu no potencial virulento da Candida

albicans, nem mesmo quando em alta concentracao.



1.1 INTRODUCAO

Uma das medicagOes intracanal mais utilizadas em endodontia é o hidroxido de
célcio [(Ca(OH),], sendo seu uso amplamente difundido (1). E uma base forte, com pH
de aproximadamente 12.5, que possui baixa solubilidade em agua, sendo normalmente
misturado a um veiculo, formando uma pasta (1, 2). O pH elevado do hidroxido de
calcio confere-lhe propriedades como: a inativacdo de enzimas bacterianas, ativacdo
enzimatica tecidual e efeito mineralizador (1, 3-6). Os efeitos estdo relacionados a

dissociagdo desta substancia em meio aquoso, liberando fons Ca®* e OH (7, 8).

O hidroxido de célcio deve ser misturado a um veiculo de modo a formar uma
pasta, que contenha o maior nimero de particulas de Ca(OH), possivel, devendo estar

em contato com todas as paredes do canal radicular, preenchendo totalmente o mesmo
(6).

As infeccdes endodonticas sdo polimicrobianas (9). Um microrganismo comumente
presente nessas infeccBes, principalmente onde o conduto radicular foi exposto ao meio

bucal, € a Candida albicans (10).

Embora muitos fatores tenham sido atribuidos ao potencial de viruléncia da
Candida albicans, como a capacidade de formacdo de hifas, moléculas de
reconhecimento na superficie e variacdo fenotipica (11), a secrecdo de enzimas
histoliticas tem sido apontada como um importante evento associado a patogénese
provocada por essa espécie (12-18), uma vez que essas enzimas estdo associadas a
destruicdo celular e de matriz extracelular. As cepas que produzem tais enzimas
apresentam uma maior capacidade de invasdo quando comparadas as cepas nhdo

produtoras.



A Candida albicans pode ser considerada microbiota normal da cavidade bucal,
passando a causar doenca quando hd um desequilibrio no organismo do hospedeiro (19,
20). O fungo presente na saliva do paciente pode ser carreado para o interior do canal
radicular em dentes com cérie profunda e exposicdo da polpa, por traumatismos ou em
casos de isolamento absoluto mal realizado (1, 21, 22). Restaura¢fes pos-tratamento
endoddntico que apresentem infiltracdes também podem permitir a entrada de Candida

albicans no interior do canal, promovendo sua recontaminagao (23).

A Candida albicans geralmente esta associada a lesdes endoddnticas persistentes
(21, 22, 24-36). Uma das alternativas quimicas para eliminar esse microrganismo é a
pasta de Ca(OH),. Assim, um estudo que avalie o potencial de viruléncia da Candida

albicans exposta a diferentes diluices de Ca(OH), faz-se necessario.

1.2 MATERIAL E METODOS
1.2.1 Preparo do in6culo aerdbio de C. albicans SC5314

As células foram crescidas em caldo Sabouraud (SB) a 37°C, 120 rpm e
normoxia. Ap6s 24 h de crescimento, foram centrifugadas e o pellet foi lavado trés
vezes com &gua destilada estéril e suspendido até turbidez préxima a do tubo #3 da
escala de MacFarland [9x10° unidades formadoras de coldnia por mililitro (UFC/mL)].
Essas células foram utilizadas como in6culo aerdbio nos experimentos subsequentes em

normoxia.
1.2.2 Preparo do inoculo anaerobio de C. albicans SC5314

As células foram crescidas em caldo Sabouraud (SB) a 37°C, 120 rpm e anoxia

(pCO, 10 %, pN2 90 %). Esse procedimento foi repetido ainda mais uma vez, a fim de



que as células se adaptassem a auséncia de oxigénio molecular. Apds 24 h de
crescimento, foram centrifugadas e o pellet foi lavado trés vezes com &gua destilada
estéril e suspendido até turbidez préxima a do tubo #3 da escala de MacFarland [9x10°
unidades formadoras de colénia por mililitro (UFC/mL)]. Essas células foram utilizadas

como indculo anaerdbio nos experimentos subsequentes em anoxia.
1.2.3 Caldos indutores/inibidores de secrecéo enzimatica

Aliquotas de 100 uL de inéculo aerébio ou anaerdbio foram transferidas para
tubos contendo SB acrescidos de Ca(OH), pro-analysis até concentrac@es finais de 25
mM, 2,5 mM, 250 uM, 25 uM e 2,5 uM. A fim de se garantir auséncia de cations Ca*?,
foram incluidos tubos contento SB acrescido de EDTA 1 mM. Como controles
positivos, foram incluidos tubos contendo somente SB. Os tubos foram incubados em

atmosfera normoxica ou andxica, em 37°C e 120 rpm.

Apo6s 48 h de incubacdo, os tubos foram centrifugados a 10000 x g e 0s
sobrenadantes foram recolhidos em tubos estéreis para serem utilizados nos ensaios de
atividade enzimatica. Os pellets foram duas vezes lavados com agua destilada estéril e
submetidos ao ensaio de determinacdo de biomassa pelo teste de retencdo de cristal

violeta.

As incubacBes em caldos indutores/inibidores de secrecdo enzimatica foram

conduzidas em triplicata, em dois momentos distintos.
1.2.4 Quantificacdo das aspartil-proteases secretoras (SAP)

Azocaseina (5 mg/mL) foi dissolvida em solucdo de Tris-HCI 50 mM (pH 5,0),

NaCl 200 mM, CaCl, 5 mM, Triton X-100 0,05% e azida sddica 0,01%. Aliquotas de

400 pL dessa solucao foram misturadas com 100 pL de sobrenadantes. Ap6s incubagdo



por 2 h a 37°C, aliquotas de 150 pL de &cido tricloroacético 20% foram adicionadas.
Apo6s 30 min em temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados a 16000 x g (3
min), e os pellets foram descartados. Os sobrenadantes foram misturados com iguais
volumes de NaOH 1M e as ODgy4onm foram medidas (27) em leitora de placas TP-
reader® (ThermoPlate, Co.). Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para incrementar a ODg4onm €m 0,001 unidades de
absorbancia por minuto de digestdo (28). A atividade enzimatica especifica foi
calculada de forma a fornecer a quantidade de unidades enzimaticas por densidade

Optica de cristal violeta retido pela biomassa.
1.2.5 Quantificacdo das esterases

Inicialmente uma curva padrdo com nove amostras de oleato de sddio foi
construida pela adi¢do de volumes crescentes de oleato de s6dio 90 mM [em Tris-HCI
20 mM (pH 7.0)] em solucéo de Tween® 80 1% e CaCl, 80 mM em Tris-HCI 20 mM

(pH 7.0), com determinagéo das DO4sonm.

A atividade esterésica foi determinada empregando Tween® 80 como substrato e
determinacdo das ODgsonm (29). Aliquotas de 100 pL dos sobrenadantes foram
misturadas a 900 pL de solucéo de Tween® 80 1% e CaCl, 80 mM em Tris-HCI 20 mM
(pH 7.0). Apb6s a adigdo dos sobrenadantes, os aumentos das ODgsonm foram
monitorados em funcdo do tempo. Uma unidade enzimética foi definida como a
quantidade de enzima que libera 1 umol de acido graxo por minuto. A atividade
enzimética especifica foi calculada de forma a fornecer a quantidade de unidades

enzimaticas por densidade dptica de cristal violeta retido pela biomassa.



1.2.6 Quantificacdo da hemolisina

Para a quantificacdo da atividade hemolitica (30) os sobrenadantes foram
diluidos seriadamente em solugdo de Tris-HCI 10 mM contendo NaCl 145 mM (pH
7.5). Aliquotas de 100 pL das diluigdes foram misturadas com aliquotas de 100 pL de
eritrécitos de carneiro 1% [em Tris-HCI 10 mM contendo NaCl 145 mM (pH 7.5)] e
incubadas a 37°C. Apds 2 horas de incubagdo, as suspensdes foram sedimentadas a 4°C
por no minimo 15 h. As ODs4onm dos sobrenadantes foram determinadas. Os controles
negativos contiveram volumes iguais de tampdo e suspensdo de eritrécitos. Uma
unidade hemolitica foi definida como a quantidade de material que lisa 50% dos
eritrécitos de carneiro. A atividade hemolitica especifica foi calculada de forma a
fornecer a quantidade de unidades hemoliticas por densidade dptica de cristal violeta

retido pela biomassa.
1.2.7 Quantificacdo de fosfatase alcalina

Para a quantificagdo da fosfatase alcalina, foi utilizado o kit Fosfatase Alcalina
K019® (Quibasa Ltda, Belo Horizonte, Brasil). Aliquotas de 10 puL dos sobrenadantes
foram dispensadas para tubos estéreis e a quantificacdo da atividade enzimatica foi feita
seguindo as recomendacdes do fabricante. Ap6s 10 min de incubacdo a 37°C, os tubos
foram homogeneizados e foram determinadas as ODsgonm. Ap0s correcdes pelos fatores
de calibracdo com solucdo-padrdo de concentracdo conhecida (40 U/L), os resultados
foram expressos em unidades por litro. A atividade enzimatica especifica foi calculada
de forma a fornecer a quantidade de unidades enzimaéticas por densidade Optica de

cristal violeta retido pela biomassa.



1.2.8 Quantificacdo de fosfatase acida

Para a quantificacdo da fosfatase acida, foi utilizado o kit Fosfatase Acida
Prostatica K018® (Quibasa Ltda, Belo Horizonte, Brasil). Aliquotas de 20 pL dos
sobrenadantes foram dispensadas para tubos estéreis e a quantificagdo da atividade
enzimatica foi feita seguindo as recomendagdes do fabricante. Apos 30 min de
incubacdo a 37°C, os tubos foram homogeneizados e foram determinadas as ODsgonm.
Apbs correcdes pelos fatores de calibragdo com solucdo-padrdo de concentracéo
conhecida (3 U/L), os resultados foram expressos em unidades por litro. A atividade
enzimatica especifica foi calculada de forma a fornecer a quantidade de unidades

enzimaticas por densidade dptica de cristal violeta retido pela biomassa.
1.2.9 Quantificacdo de biomassa pelo teste de cristal violeta

As massas celulares foram lavadas cinco vezes com 200 pL de NaCl 145 mM
estéril. Aliquotas de 200uL de cristal violeta (CV) 0,5% foram adicionadas aos tubos
(31). Ap6s 20 min, os excessos de CV foram removidos por lavagens repetidas com
agua estéril. Finalmente, o CV impregnado foi liberado pela adicdo de 250 pL de acido
acético 33%. As ODsgonm foram determinadas. Os valores de absorbancia dos blanks
foram subtraidos dos valores obtidos nos tratamentos para eliminar resultados espurios

decorrentes de interferéncia de fundo.
1.2.10 Analise estatistica

Todos os testes acima descritos foram conduzidos em triplicata, em ao
menos duas diferentes situacfes. Os dados numericos obtidos foram tabulados em
planilhas eletronicas Microsoft Excel® (Microsoft Co.). Os ensaios estatisticos foram

conduzidos no pacote estatistico SPSS® 15.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago). Os



dados foram testados quanto a sua normalidade de distribuicdo pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov e as diferencas foram acessadas por compara¢des mdaltiplas de
Tukey HSD com um threshold de p < 0,05. Correlagdes de amostras pareadas foram
obtidas pelo confrontamento dos dados de atividade especifica para cada enzima e

biomassa, tanto em ambiente normdxico quanto andxico.

1.3 RESULTADOS

O crescimento celular de C. albicans SC 5314 em SB e em presenga de oxigénio
molecular (normoxia) por 48 h ndo apresentou divergéncia em relacdo aquele obtido em
anoxia (p=0,12951) (Figura 1). Por outro lado, quando o SB recebeu a adi¢do de EDTA,
0 crescimento em normoxia foi 9,37 vezes maior que em anoxia (p<0,0001). A
exposicdo continuada as diferentes concentracbes de Ca(OH), pareceu ndo exercer
profundas alteracGes na biomassa (p>0,05), embora seja perceptivel uma tendéncia de

se elevarem as biomassas, sobretudo em normoxia, quando em presenca da base.

A atividade especifica das aspartil-proteases (Sap) se manteve constante nos

diversos tratamentos (p > 0,05), com média de atividade de 0,652 + 0,105 U.biomassa™.

A atividade hemolitica especifica foi mais pronunciada em andxia para células
crescidas em SB (p < 0.0001) e para células em presenca de EDTA 1 mM (10,95 vezes

maior; p < 0.0001) (Figura 3).

Dentre as enzimas analisadas, a esterase foi aquela que mostrou maior
variabilidade nas amplitudes da atividade especifica (Figura 4). Contudo, a Unica

ocorréncia de disparidade entre cultivos normoxicos e andxicos ocorreu em SB (p =



0,0180). O Ca(OH), ndo induziu alteracBes significativas na atividade especifica da

esterase. O EDTA ndo causou disparidades em funcéo da presenca ou nao de oxigénio.

As condicOes atmosféricas de cultivo e a presenca de Ca(OH), ndo promoveram
oscilac@es significativas na atividade especifica de fosfatases acida e alcalina (Figuras 5
e 6). A excecdo foi a expressdo das enzimas por celulas crescidas em presenca de EDTA

1 mM em atmosfera andxica, que foi superior a media

Com o intuito de se verificar a influéncia que as diferentes concentracdes de
Ca(OH), exerceram sobre a atividade enzimética especifica em funcdo das biomassas,
foram realizadas analises de correlacdo para amostras pareadas (Tabela 1). A falta de
significancia nas correlagdes e a baixa amplitude “surrounding” o zero (de -0.271 a
0.188, na tabela 1) indicam a ndo existéncia de qualquer relacdo direta ou indiretamente
proporcional entre a quantidade de células e a atividade enzimatica em funcdo da
presenca de diferentes concentracdes de hidroxido de calcio. Quando os resultados dos
diferentes tratamentos sdo compilados ndo se levando em consideragdo a presenca ou
auséncia de Ca(OH), ou EDTA, ¢ possivel se observar que as atividades especificas das
enzimas tendem a se pronunciar de forma inversa a quantidade de biomassa quando em

atmosfera anoxica (de -0.783 a -0.362, na tabela 2).

1.4 DISCUSSAO

A Candida albicans ndo é um mero participante passivo no processo infeccioso.
Ela secreta enzimas hidroliticas (32) e tem desenvolvido uma bateria efetiva de fatores
de viruléncia para colonizar os tecidos do hospedeiro, ultrapassar suas defesas e causar

doenca (16).



Este estudo demonstrou a viruléncia da Candida albicans frente a diferentes
concentragdes de hidréxido de célcio, pela anélise do comportamento de cinco enzimas,
tanto na presenca quanto na auséncia de oxigénio. O EDTA (acido
etilenodiaminotetracético) foi incluido no estudo para se observar a viruléncia da C.

albicans quando o ion célcio estivesse ausente ou reduzido.

O crescimento celular de C. albicans SC5314 em SB e em presenca de oxigénio
molecular por 48 horas ndo apresentou divergéncia em relacdo aquele obtido em andxia.
Tal resultado é surpreendente, visto que, sendo considerada uma espécie facultativa
(33), era de se esperar que a C. albicans tendesse a crescer de forma mais pronunciada
em normoxia. E possivel que apos a fase de adaptacdo as condicdes normoxicas, a cepa
tenha dirigido seu crescimento exclusivamente para uma forma miceliana (34), o que
elevou a area de retengdo do cristal violeta. Por outro lado, quando o SB recebeu a
adicdo de EDTA, o crescimento em normoxia foi 9,37 vezes maior que em andxia. A
exposicdo continuada as diferentes concentracbes de Ca(OH), pareceu ndo exercer
profundas alteracdes na biomassa, embora seja perceptivel uma tendéncia de se
elevarem as biomassas, sobretudo em normdxia, quando em presenca do hidroxido de

célcio.

As aspartil-proteases sdo um tipo de enzima histolitica produzida por diversos
tipos de microrganismos. Dentre os varios mecanismos de viruléncia presentes em
Candida albicans, sua secrecdo é determinante no grau de patogenicidade do fungo (16,
35). A viruléncia da C. albicans parece estar relacionada ao nivel de atividade de Sap in
vitro. As aspartil-proteases facilitam a aderéncia da C. albicans a varios tipos de células
e tecidos do hospedeiro. C. albicans utiliza as aspartil-proteases como enzimas ativas
para modificar proteinas-alvo ou ligantes na superficie fungica ou nas células do

hospedeiro, 0 que pode alterar a hidrofobicidade de superficie ou levar a mudangas



conformacionais, melhorando a adesdo do fungo (32). Neste estudo, a atividade de Sap
se manteve constante nos diversos tratamentos. A excecdo foi a expresséo das enzimas

por células crescidas em presenca de EDTA.

A inducdo de hemolise é um importante fator de viruléncia de patdgenos e que
favorece o crescimento no hospedeiro em fungdo da elevagdo na disponibilidade de
ferro. A atividade hemolitica especifica foi mais pronunciada em andxia para células
crescidas em SB e para células em presenca de EDTA. Esta condigdo em andxia pode se
dever a C. albicans passar a produzir etanol e subsequentemente acetaldeido levando a
sua fermentacdo. Os produtos dessa reacdo possuem atividade hemolitica (36). Ainda
que sem significancia estatistica (p > 0,05), é perceptivel uma tendéncia a manutengédo
desse comportamento nos tratamentos onde o Ca(OH), foi adicionado. Tais resultados
corroboram, ainda que ndo completamente, com os de Linares et al. (37) que reportaram
que a atividade hemolitica de C. albicans se torna mais pronunciada quando é
adicionada uma fonte de célcio ao meio, embora, relatem que esse resultado ndo pode

ser considerado absoluto, uma vez que algumas cepas mostraram inibicéo da atividade.

Dentre as enzimas analisadas, a esterase foi aquela que mostrou maior
variabilidade nas amplitudes da atividade especifica, provavelmente pela falta de
especificidade pelo substrato. A despeito dessa ampla variabilidade, assim como para
outros sistemas enzimaticos, o Ca(OH), ndo induziu alteracBes significativas na
atividade especifica da enzima. A Unica ocorréncia de disparidade entre cultivos
normdxicos e anoxicos ocorreu em SB que ndo recebeu qualquer incorporacdo de
calcio. A principio, poderia ser hipotetizado que uma disponibilidade muito baixa de
Ca*? no caldo-controle poderia ser responsavel por tal diferenca; contudo, a atividade
especifica das esterases na presenca EDTA ndo apresentou diferencas dependentes de

atmosfera de incubacdo. E possivel que a remogao dos fons Ca*? livres ou a presenca do



quelante tenha normalizado a taxa de secre¢do e, mesmo com um numero de células
reduzido, a secrecdo se mantenha proporcional a biomassa. Tal achado é o Unico dentre
as enzimas ensaiadas, o que parece ter valor progndstico favoravel, pois, para 0os demais
sistemas enzimaticos, a andxia levou a uma reducdo da biomassa que esteve

inversamente associada a uma elevacao na atividade enzimatica.

Com excecdo dos tratamentos onde o EDTA esteve presente, as condic¢des
atmosféricas de cultivo e diferentes concentracbes de Ca(OH), ndo promoveram
oscilacBes significativas na atividade especifica de fosfatases &cida e alcalina. Tal
achado nos pareceu um tanto quanto inesperado, pois, assim como cepas selvagens de
C. albicans tendem a produzir maiores quantidades de calcineurina, uma proteino-
fosfatase dependente de célcio, em condi¢des de estresse por célcio (38), era de se

esperar que outras fosfatases também fossem produzidas em maior quantidade.

Com o intuito de se verificar a influéncia que as diferentes concentracfes de
Ca(OH), exercem sobre a atividade enzimatica especifica em funcdo das biomassas dos
biofilmes, os resultados indicam a ndo existéncia de qualquer relacdo direta ou
indiretamente proporcional entre a quantidade de células e a atividade enzimatica em

funcéo da presenca de diferentes concentracGes de hidroxido de calcio.

O EDTA pode ser considerado como tendo atividade antifungica (39), uma vez
que os ions calcio apresentam um papel critico na morfogénese, aderéncia e crescimento
da C. albicans, (40). Tem sido proposto que o EDTA exerce sua elevada propriedade
antifngica quelando o calcio presente tanto no meio de cultura quanto na parede celular
(39). Entretanto, nossos resultados mostram que isso tende a ocorrer com maior
intensidade em andxia. Mesmo com reducdo da biomassa e consequente reducdo no

numero de células, uma elevada atividade especifica para quase todas as enzimas foi



detectada. Com base nesses achados, é aconselhdvel uma maior ponderagdo na

proposi¢cdo do emprego de EDTA como um agente antifungico na terapia endodontica.

A auséncia de oxigénio molecular é fator desencadeante para a maior secrecdo
de algumas enzimas. 1sso vem a corroborar com resultados publicados recentemente por
parte deste grupo (33). A principio poderia se supor que os resultados parciais
envolvendo EDTA 1 mM e que foram compilados com os demais tratamentos fossem
responsaveis por tais resultados; contudo, mesmo para esterase, que ndo apresentou
discrepancias entre cultivos normoxico e andxico (Figura 4), os resultados indicaram
uma consideravel correlacdo positiva com significancia estatistica, 0 que nos leva a
inferir que a condicdo atmosférica de incubagcdo foi determinante para esse

comportamento.

Neste estudo in vitro as diferentes concentracdes de hidroxido de célcio ndo
reduziram a atividade enzimética da Candida albicans. Outros estudos baseados em

fatores de viruléncia de Candida albicans se fazem necessarios.
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APENDICE B - TABELAS

Tabela 1. Correlagdo de amostras pareadas para atividades enzimaticas vs biomassa em diferentes
condicOes atmosféricas e presenca de Ca(OH),

Condigdes normoxicas Correlagao Significancia
Atividade enzimética em SB vs biomassa 0,097 0,611
Atividade enzimatica em SB - 25 mM Ca(OH), vs biomassa 0,162 0,393
Atividade enzimatica em SB - 2.5 mM Ca(OH), vs biomassa -0,029 0,878
Atividade enzimatica em SB - 0.25 mM Ca(OH), vs biomassa -0,050 0,795
Atividade enzimatica em SB - 0.025 mM Ca(OH), vs biomassa -0,027 0,795
Atividade enzimatica em SB - 0.0025 mM Ca(OH), vs biomassa 0,113 0,888
Atividade enzimatica em SB - EDTA 1 mM vs biomassa 0,188 0,552

Condig0es anoxicas Correlacao Significancia
Atividade enzimética em SB vs biomassa -0,087 0,646
Atividade enzimatica em SB - 25 mM Ca(OH), vs biomassa -0,189 0,318
Atividade enzimética em SB - 2.5 mM Ca(OH), vs biomassa -0,271 0,147
Atividade enzimética em SB - 0.25 mM Ca(OH), vs biomassa 0,126 0,507
Atividade enzimatica em SB - 0.025 mM Ca(OH), vs biomassa 0,149 0,431
Atividade enzimatica em SB - 0.0025 mM Ca(OH), vs biomassa 0,038 0,843
Atividade enzimética em SB - EDTA 1mM vs biomassa 0,026 0,891

Tabela 2. Correlacdo de amostras pareadas para tratamentos vs biomassa em diferentes condigdes
atmosféricas

Condigdes normoxicas Correlagéo Significancia
Atividade especifica de Sap vs biomassa 0,046 0,773
Atividade especifica de hemolisina vs biomassa 0,762 0,000
Atividade especifica de esterase vs biomassa 0,436 0,004
Atividade especifica de fosfatase acida vs biomassa 0,196 0,214
Atividade especifica de fosfatase alcalina vs biomassa 0,702 0,000
Condigdes anoxicas Correlagao Significancia
Atividade especifica de Sap vs biomassa -0,739 0,000
Atividade especifica de hemolisina vs biomassa -0,783 0,000
Atividade especifica de esterase vs biomassa -0,362 0,018
Atividade especifica de fosfatase acida vs biomass -0,743 0,000

Atividade especifica de fosfatase alcalina vs biomassa -0,780 0,000
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2 ARTIGO EM INGLES

MODULATING EXPRESSION OF VIRULENCE ATTRIBUTES OF Candida

albicans TO CALCIUM HYDROXIDE

ABSTRACT

Objetives. The aim of this study was to evaluate the exacerbation or reduction of the
virulence potential of Candida albicans exposed to different concentrations of calcium
hydroxide based on the secretion of the enzymes acid and alkaline phosphatases,

secreted aspartyl proteases, esterase and hemolysin.

Methods. The strain SC5314 was grown in anoxic and normoxic conditions 48 h. After
the incubation period, they were inoculated in pure Sabouraud broth (SB) or containing
serial dilutions of Ca(OH), or 1 mM EDTA. After 48 h of incubation in both anoxic and
normoxic conditions, the test-tubes were submitted to assays in order to determine the

enzymatic activities. The data were analyzed statistically.

Results. It was not observed a decrease in the microorganism virulence when calcium
hydroxide was present in the medium. In the presence of EDTA, there was a tendency

to increase the enzymes secretion under anoxic conditions.

Conclusion. The presence of oxygen did not interfere in the cell growth of Candida
albicans; the presence of calcium hydroxide did not interfere in the virulence of

Candida albicans, even in the highest concentration.



2.1 INTRODUCTION

One of the most common intra-canal medications is a calcium hydroxide [Ca(OH);]
paste, and it is widespread used (1). It is an alkali, pH around 12.5, and low soluble in
water, and it is usually mixed to some liquid in order to form a paste (2). The high pH of
calcium hydroxide gives it some properties such as: inactivation of bacterial enzymes,
tissues enzymatic activation and mineralization induction (3-6). These effects are
related with the dissolution of calcium hydroxide inside the water, releasing ions Ca®*

and OH" (7, 8).

The calcium hydroxide powder must be mixed to some liquid in order to become a
paste which must have as much particles of calcium hydroxide powder as possible. Also

this paste must contact all the walls inside the root canal system, filling it completely
(6).

Endodontic infections are polimicrobial (9). One of the microorganisms usually
taking part in these infections, mainly when the root canal was exposed to the oral

cavity, is the fungus Candida albicans (10).

Although many factors have been attributed to the virulence of Candida albicans,
such as hyphal formation, recognizing molecules on its surface and phetotypic
switching (11), the hydrolytic enzymes secretion has been pointed like an important
factor associated to the disease caused by this species (12-18), once these enzymes are
associated with cell destruction and extracellular matrix degradation. The strains which
produce such enzymes are able to invade the host cells easier than those which do not

produce.

Candida albicans can be considered normal microbiota in the oral cavity causing

disease when the host has a problem (19, 20). The fungus present in the host saliva can



be carried into the root canal in the teeth with deep cavities and pulp exposition, in cases
of trauma or when the absolute isolation is badly done (21, 22). Microleaked
restorations after root canal treatment may also allow the penetration of Candida

albicans, promoting the root canal recontamination (23).

Candida albicans is generally associated to persistent periapical lesions (22, 24-26).
One of the alternative chemicals to eliminate this microorganism is the Ca(OH), paste.
Thus, a study to evaluate the potential virulence of Candida albicans exposed to several

dilutions of Ca(OH); is necessary.

2.2 MATERIAL AND METHODS

2.2.1 Preparation of aerobic inoculum of C. albicans SC5314

The cells were grown in Sabouraud broth (SB) at 37°C, 120 rpm and normoxia.
After 24 h of growth they were centrifuged and the pellet was washed three times with
sterile distilled water and suspended to a turbidity close to the tube # 3 on the
MacFarland scale [9x10° colony-forming units per milliliter (CFU/mL)]. These cells

were used as aerobic inoculum in subsequent experiments in normoxia.
2.2.2 Preparation of anaerobic inoculum of C. albicans SC5314

The cells were grown in Sabouraud broth (SB) at 37°C, 120 rpm and anoxia
(pCO, 10%, pN, 90%). This procedure was repeated again so that the cells would adapt
to the absence of molecular oxygen. After 24 h of growth they were centrifuged and the
pellet was washed three times with sterile distilled water and suspended to a turbidity

close to the tube # 3 on the MacFarland scale [9x10° colony-forming units per milliliter



(CFU/mL)]. These cells were used as anaerobic inoculum in subsequent experiments in

anoxia.
2.2.3 Enzyme secretion inducer/inhibitor broth

Aliquots of 100 uL of aerobic or anaerobic inoculum were transferred to tubes
containing SB plus Ca(OH), pro-analysis to final concentrations of 25 mM, 2.5 mM,
250 mM, 25 mM and 2.5 mM. In order to ensure absence of Ca** ions it was included
tubes containing SB plus 1 mM EDTA. As positive controls there it was included tubes
containing only SB. The tubes were incubated in normoxic or anoxic atmosphere, at
37°C and 120rpm. After 48 h of incubation, the tubes were centrifuged at 10,000 X g
and the supernatants were collected in sterile tubes to be used for testing the enzyme
activity. The pellets were washed twice with sterile distilled water and subjected to the

test for determination of biomass through the test retention of crystal violet.

The incubations in enzyme secretion broth inducer/inhibitor were conducted in

triplicate, at two different times.
2.2.4 Quantification of secreted aspartyl proteases

Azocasein (5 mg/mL) was dissolved in 50 mM Tris-HCI (pH 5.0), 200 mM
NaCl, 5 mM CacCl,, 0.05% Triton X-100 and 0.01% sodium azide. Aliquots of 400 pL
from this solution were mixed with 100 uL of supernatants. After incubation at 37°C for
2 hours, aliquots of 150 uL of 20% trichloroacetic acid were added. After 30 min at
room temperature, the tubes were centrifuged at 16,000 X g (3 min) and the pellets were
discarded. The supernatants were mixed with equal volumes of 1M NaOH and the
ODa4onm Were measured (27) in TP-plate reader reader® (ThermoPlate, Co.). One unit

of enzyme activity was defined as the amount of enzyme required to increase OD440nm



in 0.001 units of absorbance per minute of digestion (28). The specific enzyme activity
was calculated to provide the amount of enzyme units per optical density of crystal

violet retained by the biomass.
2.2.5 Quantification of esterases

Initially a standard curve of nine samples of sodium oleate was constructed by
adding increasing volumes of 90 mM sodium oleate [in 20 mM Tris-HCI (pH 7.0)] in
solution of 1% Tween® 80 and 80 mM CaCl, in 20 mM Tris-HCI (pH 7.0), with

determination of DOusonm.

The esterase activity was determined using Tween®80 as substrate and
determining the ODysonm (29). Aliquots of 100 pL from the supernatants were mixed to
a solution of 900 pL of 1% Tween®80 and 80 mM CaCl, in 20 mM Tris-HCI (pH 7.0).
After the addition of supernatants, the increase in ODg4sonm Was monitored within the
time. An enzyme unit was defined as the amount of enzyme that releases 1 umol of fatty
acid per minute. The specific enzyme activity was calculated to provide the amount of

enzyme units per optical density of crystal violet retained by the biomass.
2.2.6 Quantification of hemolysin

For quantification of hemolytic activity (30) the supernatants were serially
diluted in a solution of 10 mM Tris-HCI containing 145 mM NaCl (pH 7.5). Aliquots of
100 pL of the dilutions were mixed with aliquots of 100 uL of 1% sheep erythrocytes
[in 10 mM Tris-HCI containing 145 mM NaCl (pH 7.5)] and incubated at 37°C. After 2
hours of incubation, the suspensions were sedimented at 4°C for at least 15 h. The
ODs40nm Of the supernatants were determined. The negative controls contained equal

volumes of buffer and suspension of erythrocytes. A hemolytic unit was defined as the



amount of material that smooths 50% of sheep erythrocytes. The specific hemolytic
activity was calculated to provide the amount of hemolytic units per optical density of

crystal violet retained by the biomass.
2.2.7 Quantification of alkaline phosphatase

For the quantification of alkaline phosphatase it was used the Alkaline

Phosphatase Kit K019® (Quibasa LTDA, Belo Horizonte, Brazil).

Aliquots of 10 pL of the supernatants were dispensed in sterile tubes and the
quantification of enzyme activity was performed following the manufacturer's
recommendations. After 10 min of incubation at 37°C, the tubes were homogenized and
it was determined the ODsgonm. After corrections by calibration factors with standard
solution of a known concentration (40 U/L), the results were expressed in units per liter.
The specific enzyme activity was calculated to provide the amount of enzyme units per

optical density of crystal violet retained by the biomass.
2.2.8 Quantification of acid phosphatase

For the quantification of acid phosphatase it was used the kit Prostatic Acid

Phosphatase K018® (Quibasa LTDA, Belo Horizonte, Brazil).

Aliquots of 20 pL of the supernatants were dispensed in sterile tubes and the
quantification of enzyme activity was performed following the manufacturer's
recommendations. After 30 min of incubation at 37°C, the tubes were homogenized and
it was determined the ODsgonm. After corrections by calibration factors with standard
solution of a known concentration (3 U/L), the results were expressed in units per liter.
The specific enzyme activity was calculated to provide the amount of enzyme units per

optical density of crystal violet retained by the biomass.



2.2.9 Quantification of biomass by the crystal violet test

The cells were washed five times with 200 pL of 145 mM NacCl sterile. Aliquots
of 200 pL of 0.5% crystal violet (CV) were added to tubes (31). After 20 min, the
excess of CV was removed by repeated washings with sterile water. Finally, the
impregnated CV was released by the addition of 250 puL of 33% acetic acid. The
ODsgonm Were determined. The values of absorbance of the blanks were subtracted from
the values obtained in the treatments to eliminate spurious results due to interference

from background.
2.2.10 Statistical analysis

All the tests above were conducted in triplicate, in two different situations. The
data were tabulated in Microsoft Excel® spreadsheets (Microsoft Co.). The statistical
tests were conducted in the statistical package SPSS® 15.0 for Windows (SPSS Inc.,
Chicago). Data were tested for their normal distribution by Kolmogorov-Smirnov test
and differences were accessed by multiple comparisons of Tukey HSD with a threshold
of p < 0.05. Correlations of paired samples were obtained by comparing the data for
each individual enzyme activity and biomass, both in normoxic and anoxic

environment.

2.3 RESULTS

Cell growth of C. albicans SC5314 in SB and in the presence of molecular
oxygen (normoxia) for 48 h showed no difference from that obtained in anoxia (p =
0.12951) (Figure 1). On the other hand, when SB received the addition of EDTA, the

growth in normoxia was 9.37 times higher than obtained in anoxia (p <0.0001).



Continuous exposure to different concentrations of Ca(OH), seemed to not to provide
profound changes in biomass (p> 0.05), although there is a tendency in raising the

biomass, especially in normoxia, in the presence of Ca(OH)s.

The specific activity of aspartyl proteases (Sap) remained constant in the
different treatments (p> 0.05), with a mean activity of 0.652 + 0.105 U.biomassa™. The
exception was the expression of the enzymes from the cells grown in the presence of 1
mM EDTA in anoxic atmosphere, which was 8.478 times the average (p <0.0001)

(Figure 2).

The specific hemolytic activity was more pronounced in anoxia to cells grown in
SB (p <0.0001) and cells in the presence of 1 mM EDTA (10.95 times higer; p<0.0001)

(Figure 3).

Among all the enzymes analyzed, the esterase was the one that showed greater
variability in the amplitude of specific activity (Figure 4). However, the only occurrence
of difference between normoxic and anoxic cultivation occurred in SB (p = 0.0180).
The Ca(OH), did not induce significant changes in the specific activity of esterase.

EDTA did not cause differences in terms of presence or absence of oxygen.

The atmospheric conditions of cultivation and the presence of Ca(OH), did not
lead to significant variations in the specific activity of acid and alkaline phosphatase
(Figures 5 and 6). The exception was the expression of enzymes from the cells grown in

the presence of 1 mM EDTA in anoxic conditions, which was higher than the average.

The atmospheric condition and the increasing concentrations of Ca(OH), did not
promote significant changes in specific activity of acid and alkaline phosphatase

(Figures 5 and 6).



In order to verify the effect that different concentrations of Ca(OH), have on the
specific enzyme activity in terms of biomass, a correlation analysis was performed for
paired samples (Table 1). The lack of significance in the correlation and the low extent
surrounding zero (from -0.271 to 0.188, in Table 1) indicate the absence of any direct or
indirect proportion between the amount of cells and enzyme activity in the presence of
different concentrations of calcium hydroxide. When the results of different treatments
are compiled not taking into account the presence or absence of Ca(OH), or EDTA, itis
possible to note that the specific activities of enzymes tend to be inverse to the amount

of biomass under anoxic conditions (from -0.783 to -0.362, in Table 2).

2.4 DISCUSSION

Candida albicans is not a mere passive participant in the infectious process. It
secretes hydrolytic enzymes (32) and has developed an effective battery of putative
virulence factors to colonize the host tissue, cause disease and overcome the host

defenses (16).

This study demonstrated the virulence of Candida albicans against the different
concentrations of calcium hydroxide, analysing of the behavior of five enzymes in both
presence and absence of oxygen. The EDTA (ethylenediamine-tetraacetic acid) was
included in the study to observe the virulence of C. albicans when the calcium ion was

absent or reduced.

The cell growth of C. albicans SC5314 in SB and in the presence of molecular
oxygen for 48 h showed no difference on that obtained in anoxia. This result is
surprising, since the species is considered facultative (33), it was expected that C.

albicans tended to grow more in normoxia. It is possible that after the adaptation to the



normoxic conditions, the strain has led its growth to a mycelium form (34), what may
have increased the retention area of the crystal violet. Moreover, when the SB received
the addition of EDTA, the growth in normoxia was 9.37 times higher than in anoxia.
Continuous exposure to different concentrations of Ca(OH), seemed not to engage in
profound changes in biomass, although there is a tendency to increase the biomass,

especially in normoxia in the presence of calcium hydroxide.

The aspartil-protease enzyme is a kind of histolytic enzyme produced by various
types of microorganisms. Among the various mechanisms of virulence in Candida
albicans, its secretion is determining for the pathogenicity of the fungus (16, 35). The
virulence of C. albicans appears to correlate with the level of Sap activity in vitro. Sap
proteins facilitate C. albicans adherence to many host tissue and cells types. C. albicans
utilizes Sap proteins as active enzymes to modify target proteins or ligands on the
fungal surface or on host cells, which may alter surface hidrophobicity or lead to

conformational changes, thus allowing better adhesion of the fungus (32).

In this study, Sap activity remained constant across treatments. The exception

was the expression of enzymes in the cells grown in the presence of EDTA.

The induction of hemolysis is an important virulence factor of pathogens and it
favors the growth inside the host due to the increase in availability of iron. The specific
hemolytic activity was more pronounced in anoxia to cells grown in SB and in the
presence of EDTA. This condition in anoxia may be due to the fact that C. albicans
produce ethanol and acetaldehyde leading to its fermentation. The products of this
reaction have hemolytic activity (36). Although not statistically significant (p> 0.05),
there is a noticeable tendency to maintain this behavior in the treatments where the

Ca(OH), was added. These results support, but not completely, those from Linares et al.



(37) that reported that the hemolytic activity of C. albicans becomes more pronounced
when a source of calcium is added to the medium, although, they reported that this

result cannot be considered absolute, since some strains showed inhibition of activity.

Among the enzymes tested, esterase was the only one that showed greater
variability in the amplitudes of the specific activity, probably by the lack of specific
substrate. Despite this wide variability, as well as for other enzyme systems, Ca(OH);
did not induce significant changes in the specific activity of the enzyme. The only event
of disparity between normoxic and anoxic cultivation occurred in SB that received no
addition of calcium. In principle, it could be hypothesized that a low availability of Ca*
in the broth-control could be responsible for this difference, however, the specific
activity of esterases from EDTA did not differ depending on the incubation atmosphere.
It is possible that the removal of free Ca®* ions or the presence of the chelating agent
has normalized the secretion rate and, even with a reduced number of cells, the secretion
remains proportional to biomass. This finding is unique among the enzymes tested,
which seems to have favorable prognostic value, because, for the other enzyme systems,
the anoxia led to a reduction of biomass that was inversely associated with an increase

in enzyme activity.

Except for treatments where the EDTA was present, the atmosphere conditions
of cultivation and different concentrations of Ca(OH), did not promote significant
changes in specific activity of acid and alkaline phosphatases. This finding seems
somehow unexpected, because as well as wild strains of C. albicans tend to produce
larger quantities of calcineurin, a phosphatase-protein calcium-dependent, under
conditions of stress caused by calcium (38), it should be expected that other

phosphatases would be produced in a greater amount.



In order to verify the effect that different concentrations of Ca(OH), have on the
specific enzyme activity according to the biomass, the results indicate the absence of
any direct or indirect proportion between the amount of cells and enzyme activity in the

presence of different concentrations of calcium hydroxide.

EDTA can be considered with antifungal activity (39), because calcium ions
have a critical role in morphogenesis, adherence and growth of C. albicans, (40) it has
been proposed that EDTA exerts its high antifungal property by chelating calcium both
in the culture medium and in the cell wall (39). However, these results show that this
tends to occur with greater intensity in anoxia. Even with reduction of biomass and
consequent reduction in the number of cells, a higher specific activity for almost all
enzymes was detected. Based on these findings, it is recommended caution in the

proposed use of EDTA as an antifungal agent in endodontic therapy.

The absence of molecular oxygen is the major triggering factor for secretion of
some enzymes. This is corroborated with the results published recently by part of the
group (33). At first glance it could be assumed that the partial results involving 1mM
EDTA which were compiled with the other treatments were responsible for these
results, however, even for esterase, which showed no differences between normoxic and
anoxic cultures (Figure 4), the results indicate a significant positive correlation with
statistical significance, which leads us to infer that the atmospheric condition of

incubation was critical for this behavior.

In this in vitro study the different concentrations of calcium hydroxide did not
reduce the enzyme activity of Candida albicans. Further studies based in virulence

factors of Candida albicans are necessary.
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APENDIX B - TABLES

Table 1. Paired samples correlations for overall enzymatic activities vs biomass under different
atmospheric conditions and presence of Ca(OH),

Normoxic conditions Correlation Significance
Enzymatic activity in SB vs biomass 0,097 0,611
Enzymatic activity in SB - 25 mM Ca(OH), vs biomass 0,162 0,393
Enzymatic activity in SB - 2.5 mM Ca(OH), vs biomass -0,029 0,878
Enzymatic activity in SB - 0.25 mM Ca(OH), vs biomass -0,050 0,795
Enzymatic activity in SB - 0.025 mM Ca(OH), vs biomass -0,027 0,795
Enzymatic activity in SB - 0.0025 mM Ca(OH), vs biomass 0,113 0,888
Enzymatic activity in SB - 1 mM EDTA vs biomass 0,188 0,552

Anoxic conditions Correlation Significance
Enzymatic activity in SB vs biomass -0,087 0,646
Enzymatic activity in SB - 25 mM Ca(OH), vs biomass -0,189 0,318
Enzymatic activity in SB - 2.5 mM Ca(OH), vs biomass -0,271 0,147
Enzymatic activity in SB - 0.25 mM Ca(OH), vs biomass 0,126 0,507
Enzymatic activity in SB - 0.025 mM Ca(OH), vs biomass 0,149 0,431
Enzymatic activity in SB - 0.0025 mM Ca(OH), vs biomass 0,038 0,843
Enzymatic activity in SB - 1 mM EDTA vs biomass 0,026 0,891

Table 2. Paired samples correlations for overall treatments vs biomass under different atmospheric
conditions

Normoxic conditions Correlation Significance
Specific Sap activity vs biomass 0,046 0,773
Specific hemolysin activity vs biomass 0,762 0,000
Specific esterase activity vs biomass 0,436 0,004
Specific acid phosphatase activity vs biomass 0,196 0,214
Specific alkaline phosphatase activity vs biomass 0,702 0,000
Anoxic conditions Correlation Significance
Specific Sap activity vs biomass -0,739 0,000
Specific hemolysin activity vs biomass -0,783 0,000
Specific esterase activity vs biomass -0,362 0,018
Specific acid phosphatase activity vs biomass -0,743 0,000

Specific alkaline phosphatase activity vs biomass -0,780 0,000
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