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Sakima VT. Colonizacdo de Candida spp. no palato de ratos induzida por dispositivo
acrilico intrabucal [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2020.

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a candidiase bucal em palato de ratos
induzida por dispositivo acrilico intrabucal (DAI-B) e Candida spp. Os DAI-Bs
adaptaveis a mucosa palatina foram confeccionados a partir da moldagem individual
da maxila de cada rato, sendo retidos por cimentacdo nos molares superiores. Um
total de 84 ratos Wistar machos e fémeas foram divididos em 9 grupos (n=5) com a
utilizacdo ou nao dos DAI-B’s (Controle negativo, CN, n=2) e com a presenca ou nao
(Controle Dispositivo, CD) de inoculacdo simples ou mista de C. albicans (Ca), C.
glabrata(Cg) e/ou C. tropicalis (Ct). Apés 35 dias de uso do DAI-B, o palato dos
animais foi fotografado (analise macroscépica), os microrganismos da mucosa do
palato e dos DAI-B foram cultivados para contagem de colonias (UFC/mL) e o
sangue foi coletado por puncdo da artéria renal (para andlise de leucdcitos,
neutréfilos e linfécitos). A mucosa foi removida para avaliacdo histopatolégica e
entdo os animais foram eutanasiados. Os dados de UFC/mL e contagem de células
presentes no sangue foram submetidas a uma anadlise estatistica inferencial. As
imagens histopatolégicas e macroscopicas foram analisadas descritivamente. Os
valores recuperados da cavidade oral dos animais machos do grupo para CD, Ca,
Cg, Ct, CaCg, CaCt, CgCt e CaCgCt em meio Saburoud dextrose Agar (SDA) foram
2,02+0,78; 3,75 +£0,71; 4,14 +0,2; 2,93 +0,36; 3,37 +0,81; 2,71 +0,46; 2,52 +0,8; 4,0
10,78 Logio(UFC/mL), e para as fémeas foram 1,7+0,65; 3,31 +£0,7; 3,08 +0,53; 3,17
+0,41; 3,40 0,97; 3,36 0,78; 3,16 +0,85; 4,33 +0,75Logio(UFC/mL),
respectivamente. Ja os valores recuperados nos dispositivos dos animais machos
em meio SDA foram 1,93 £0,67; 4,189 +0,71; 4,3 +0,45; 3,15 +0,45; 3,59 +0,42; 3,34
+0,42; 3,38 £0,9; 4,34 +0,76 Logio(UFC/mL), e para as fémeas foram 1,64 +0,88;
4,29 +0,65; 3,34 £0,93; 3,98 +0,42; 3,78 +0,52; 3,96 +0,31 3,76 £0,85; 4,2 +0,52
Logio(UFC/mL) para os grupos CD, Ca, Cg, Ct, CaCg, CaCt, CgCt e CaCgcCt,
respectivamente. A microbiota total teve um aumento de 0,78 Logio(UFC/mL) para
os machos e 0,9 Logio(UFC/mL) para as fémeas ap0s a utilizacdo do dispositivo. A
microbiota fangica na cavidade do palato teve um valor maior nos animais do grupo
Ca, Cg, CaCg, CaCgCt. No dispositivo, o grupo CD apresentou-se menor em relagcéo
aos demais grupos. A microbiota recuperada foi semelhante entre os sexos.Na
analise macroscopica 0s animais apresentaram sangramento na regido de sulco
gengival. Nao foi observada a presenca de células inflamatérias nem fangica na
analise histopatologica. Na analise de sangue, 0s animais apresentaram valores
similares de leucdcitos, neutréfilos e linfécitos entre os grupos, porém diferentes
entre 0s sexos. A estomatite protética nao foi induzida nos animais.

Palavras—chave: Ratos. Estomatite sob protese. Candida albicans. Candida
glabrata. Candida tropicalis.



SakimaVT. Colonization of Candida spp. in the palate of rats induced by an intraoral
acrylic device [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2020.

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate oral candidiasis in rats induced by an acrylic
intra-oral device (AlI-OD) and Candida spp. The AI-OD’s adaptable to the palatal
mucosa were made from the individual impression of the maxilla of each rat and
retained by cementation in the superior molars. A total of 84 male and female Wistar
rats were divided into 9 groups (n=5) with or without (Negative control, CN n=2) and
the use of Al-OD’s and with the presence or not (Device control, CD) of single or
mixed inoculation of C. albicans (Ca), C. glabrata (Cg) and C. tropicalis (Ct). After 35
days of using the AI-OD, the animal’'s palates were photographed (macroscopic
analysis), the microorganisms of the palate mucosa and the Al-OD were cultured for
colony counting (CFU/mL) and the blood was collected by cardiac puncture (for
analysis of leukocytes, neutrophils and lymphocytes). The mucosa was removed for
histopathological evaluation and then the animals were euthanized. UFC/mL data
and blood cell count were subjected to inferential statistical analysis.
Histopathological and macroscopic images were analyzed descriptively. The values
recovered from the oral cavity of the male animals of the group for C, Ca, Cg, Ct,
CaCg, CaCt, CgCt and CaCgCt in SDA medium were 2,02 £0,78; 3,75 +0,71; 4,14
10,2; 2,93 £0,36; 3,37 £0,81; 2,71 +0,46; 2,52 +0,8; 4,0 +0,78 Logio(CFU/mL), and
for females it was 1,7 +0,65; 3,31 +0,7; 3,08 +0,53; 3,17 +0,41; 3,40 +0,97; 3,36
+0,78; 3,16 +0,85; 4,33 +0,75L0g10(CFU/mL), respectively. The values recovered in
the devices of the male animals in SDA medium were 1,93 +0,67; 4,189 +0,71; 4,3
+0,45; 3,15 £0,45; 3,59 +0,42; 3,34 +0,42; 3,38 +0,9; 4,34 +0,76 Logio(CFU/mL), and
for females it was 1,64 £0,88; 4,29 +0,65; 3,34 +0,93; 3,98 +0,42; 3,78 +£0,52; 3,96
+0,31 3,76 £0,85; 4,2 +0,52 Logio(CFU/mL) for C, Ca, Cg, Ct, CaCg, CaCt, CgCt and
CaCgCt groups, respectively. The total microbiota increased by 0.78 Logio(UFC /
mL) for males and 0.9 Logio(UFC / mL) for females after using the device. The fungal
microbiota in the palate cavity had a higher value in the animals of the group Ca, Cg,
CaCg, CaCgCt. In the device, the CD group showed a lower level compared to the
other groups. The recovered microbiota was similar between genders. In
macroscopic analysis, the animals showed bleeding in the gingival sulcus region. The
presence of inflammatory or fungal cells was not observed in the histopathological
analysis. In the blood analysis, the animals showed similar values of leukocytes,
neutrophils and lymphocytes between groups, but different between genders.
Prosthetic stomatitis was not induced in animals.

Keywords: Rats. Stomatitis, denture. Candida albicans. Candida glabrata. Candida
tropicalis.
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1 INTRODUCAO

A candidiase bucal relacionada a utilizacdo de proteses removiveis, parciais
ou totais, é denominada estomatite protética e considerada a lesdo mais comum
entre 0s usudrios dessas préteses!, com maior prevaléncia em mulheres?3
Clinicamente, a estomatite protética é uma lesdo eritematosa da mucosa do palato
sob a area da prétese, que varia de pontos hiperémicos (tipo I), areas eritematosas
(tipo 1l) até hiperplasia do palato (tipo lll)*. A etiologia da estomatite protética é
multifatorial, associada a trauma causado por ma adaptacéo da prétese?, reducéo do
fluxo salivar (xerostomia)?, higienizacdo bucal precéaria, uso da prétese durante o
sono, além de condicdes sistémicas, como diabetes®, uso prolongado de
antibiéticos, medicamentos e condicdes sistémicas imunossupressoras®. Apesar
desses fatores, a infeccdo por Candida spp., especialmente C. albicans, €
considerada o principal fator etiolégico®. Esses microrganismos tém elevada
afinidade ao acrilico da protese, onde se aderem e se desenvolvem na forma do
biofilme’8.

Biofilmes sdo comunidades de microrganismos altamente organizadas que
podem colonizar uma superficie bidtica ou abibtica. Eles sdo envolvidos em uma
matriz polimérica extracelular produzida pelos proprios microrganismos, a qual
favorece relacdes simbidticas e permite a sobrevivéncia em ambientes hostis®. Sua
formacdo se inicia com a aderéncia dos microrganismos livres a uma superficie.
Esses colonizadores primérios faciltam a aderéncia de outras células por
proporcionar diversos sitios de adesao e por iniciar a sintese da matriz que mantém
o biofilme coeso. As infec¢cdes microbianas de uma forma geral estdo fortemente
associadas a biofilmes, o que confere as células que os compdem interagbes
benéficas mutuas, maior protecdo contra as defesas do hospedeiro, além de
propriedades fenotipicas distintas das células livres (planctdnicas) e maior tolerancia
aos agentes antimicrobianos™©.

Dentre as espécies de Candidaspp. isoladas de estomatite protética, C.
albicans é a espécie mais prevalente>que vive como comensal em diversas regides
do organismo na maioria dos individuos saudaveis. Essa espécie tem a capacidade
de se desenvolver em diversas formas morfoldgicas, que variam desde células
leveduriformes (blastéporos) comensais até células filamentosas, denominadas

pseudohifas (septadas) ou hifas (ndo septadas)!!. Este polimorfismo celular esta



10

relacionado a patogenicidade das células de C. albicans, pois, uma vez
caracterizadas na forma filamentosa, a invaséo do epitélio ocorre por endocitose ou
penetracdo ativa do fungo, ocasionando o aparecimento das infecgbes!?. A
endocitose é um processo mediado pelas células epiteliais e ndo necessita de que
as hifas estejam vivas, uma vez que células ndo viaveis também sofrem esse
processo. Ja a penetracao ativa € um processo realizado pela hifa, a qual necessita
estar viavel para penetrar entre as jungBes celulares ou entre as camadas
epiteliais'?. Além disso, enzimas secretadas pelo microrganismo estéo relacionadas
a sua patogenicidade, como proteinases e fosfolipases que hidrolisam ligacGes
peptidicas e fosfolipideos das células do hospedeiro®3.

Além de C. albicans, outras espécies do género Candida tém sido
encontradas em pacientes com estomatite protética, como C. glabrata e C. tropicalis,
as quais sdo consideradas as espécies mais prevalentes ap6s C. albicans#16,
Essas espécies tém sido frequentemente isoladas em casos de candidemial’1® e
apresentam resisténcia intrinseca ou menor susceptibilidade aos agentes
antifingicos?®. Apesar de clinicamente essas espécies serem encontradas
juntamente com C. albicans em biofilmes mistos na superficie da protese, a dinamica
entre as diferentes espécies de Candida em biofilme misto é pouco estudada?'-?3.
Porém, existem evidéncias de comensalismo em biofilmes mistos de microrganismos
associado a Candida albicans para facilitar a adesdo a um epitélio. As hifas de
Candida albicans se aderem as paredes epiteliais, e os microrganismos se ligam
através dela, via proteinas expressas nas paredes celulares (Adesinas), facilitando a
aderéncia dos microrganismos planctbnicos presentes e protegidos pela matriz
extracelular de polissacarideos???4. A Candidaglabrata por apresentar uma
morfologia Unica, expressa adesinas especificas para estabelecer uma
colonizagdo?®. Estudos prévios in vitro demonstraram relacdo de antagonismo tanto
entre C. albicans e C. dubliensis?® como entre C. albicans e C. krusei?’, uma vez que
especies cultivadas isoladamente, apresentaram uma maior concentracdo quando
associadas (biofilme misto). As interacdes competitivas de espécies de fungos sao
importantes na formacgdo do biofilme?’. Quando biofilmes mistos de C. glabrata, C.
tropicalis e C. albicans foram expostos a antifungicos, foi observada a perda da
dominancia da espécie albicans, e as espécies C. glabrata e C. tropicalis
apresentaram menor susceptibilidade ao antifangico quando comparados aos seus

respectivos biofilmes simples?2.
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Embora as infeccbes mistas de Candida spp. ocorram com frequéncia, o
mecanismo de co-adesdo e colonizacdo interespécie ndo € muito bem
compreendido?®. Portanto, a interacdo entre as espécies de Candida no biofilme
misto necessita ser melhor esclarecida para o desenvolvimento de terapias efetivas.
Também é importante a avaliacdo in vivo desse biofilme misto de Candida spp. para
se verificar o papel das espécies nao-albicans na patogénese da candidiase.

Estudos em animais sado fundamentais para a compreensao de patologias e
avaliacdo de métodos terapéuticos e profilaticos previamente a realizacdo de
pesquisas com humanos, pois permitem condi¢cdes padronizadas para a realizacao
de um experimento, além de avaliacGes histopatoldgicas do tecido, o que nao é
possivel em humanos. Assim, modelos animais de candidiase bucal tém sido
utilizados. Estudos anteriores empregaram modelo murino de candidiase bucal, no
gual camundongos fémeas sdo imunossuprimidos e inoculados com C. albicans, o
que resulta em lesées brancas pseudomembranosas no dorso lingual®°.

Para o estudo da estomatite protética, a utilizacgdo de camundongos
imunossuprimidos nao reflete com precisdo a caracteristica eritematosa do palato
encontrada clinicamente nesse tipo de candidiase bucal, e nem a condicéo sistémica
dos usuarios de préteses que nédo sdo imunocomprometidos. Por isso, desde 19783%
alguns estudos tém utilizado dispositivos acrilicos no palato de ratos para inducéo de
candidiase bucal semelhante a estomatite protética verificada em humanos usuarios
de préteses removiveis. Apesar dos ratos das espécies Wistar e Sprague-Dawley
terem sido utilizados para estudo de candidiase bucal induzida por meio de
antibioticoterapia, imunossupressao, dieta rica em carboidratos, sialoadenectomia
(remocdo cirargica das glandulas salivares) e uso de animais gnatobiontes (germ-
free), a maioria dos estudos que utilizam o modelo de candidiase com dispositivo
acrilico empregam ratos machos da espécie Wistar3?-3*, Esses estudos demonstram
que a colocacdo do dispositivo acrilico nos animais inoculados com C. albicans
promove reacdo inflamatoria no palato dos animais®!23. A construcédo de dispositivos
individuais para cada animal permite a obtencdo de caracteristicas histologicas com
menor variabilidade entre os animais®®. Porém quando dispositivos dentossuportado
e mucossuportado foram comparados, a inoculagdo com C. albicans ndo promoveu
infeccédo, e alteracdes epiteliais (aumento da camada celular, diminuicdo da camada

de queratina) foram observadas para ambos os dispositivos®®.
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Somente a colocacdo do dispositivo em contato intimo com a mucosa do
palato ndo promoveu alteracdes inflamatorias nem reabsorcdo 6ssea, somente um
espessamento das cristas epiteliais®. Por outro lado, quando forcas oclusais foram
aplicadas sobre o dispositivo, alteracdes histoldgicas epiteliais e reacao inflamatoria
e reabsorcéo 6ssea do palato foram observadas3’:38.

Diversas formas de retencédo e fabricacdo de dispositivo e dieta dos animais
podem influenciar na perda de peso dos animais, uma vez que 0s animais podem
nao se adaptar com um dispositivo na cavidade oral, ocasionando uma dificuldade
em sua alimentacdo. Dispositivos retidos por cimentacdo associados a uma dieta
pastosa tém sido propostos para evitar o desconforto do animal3°4°,

A inoculacéo de C. albicans e a colocacdo do dispositivo sdo fundamentais
para inducdo da estomatite protética. Diversos estudos tém relatado alteracoes
epiteliais, hiperplasia do tecido*', areas eritematosas334?, aumento de células
mitéticas*® e aumento da permeabilidade seletiva do epitélio a proteinas de baixo
peso molecular**. Entretanto, animais somente inoculados ou somente com
dispositivos ndo demonstraram alteracdes histolégicas na mucosa palatina®?.

Por outro lado, a inoculacdo de C. glabrata®3, C. tropicalis*4 ou C. Krusei*> ndo
promoveu alteracBes histologicas em animais com dispositivos, somente a
colonizacdo do tecido palatino. E possivel entdo que a infeccdo por espécies nao-
albicans de Candida em modelo animal possa ser desencadeada com a presenca de
C. albicans. Entretanto, foi observado que a Candidaglabrata por si s6, nao foi
possivel causar a mesma patologia (dano ao tecido ou inflamacdo do palato)
semelhante a espécie albicans e também ndo aumentou a patogenicidade quando
associado a albicans em um biofilme misto in vivo*3.

Todos os estudos que utilizam dispositivos acrilicos para inducdo de
candidiase bucal empregam ratos machos33434650 ao contrario do modelo murino
que emprega camundongos fémeas®>3. Como a estomatite protética apresenta
maior prevaléncia no sexo feminino em humanos?2, a comparacdo dos sexos na
validacdo de um modelo animal € importante para melhor reprodutibilidade desse
modelo e sua associagao clinica.

Além disso, alguns estudos demonstraram invasao de hifas de C. albicans no
tecido palatino dos ratos com o uso do dispositivo acrilico33414248 enquanto outros

autores afirmam que a estomatite protética ndo acarreta em invasao flngica*350:54,
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Portanto, essa controvérsia a respeito da invasdo fangica nesse modelo de

estomatite protética precisa ser melhor esclarecida.
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2 PROPOSICAO

Com base nas informagOes apresentadas, o presente estudo teve como
objetivo geral avaliar o desenvolvimento de candidiase oral em ratos, induzido por

dispositivo acrilico inoculado com Candida spp. Os objetivos especificos foram:

e Avaliar o efeito de biofilmes simples e mistos de C. albicans, C. glabrata e C.
tropicalis na inducéo de candidiase oral in vivo por meio do uso de dispositivo
intra-bucal acrilico;

e Comparar a inducao de candidiase oral em ratos machos e fémeas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Candida spp.

Pathak et al.?® (2012) estudaram in vitro a interacdo entre C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis e C. kruseide isolados clinicos, em biofilmes de 24h, formados
em corpo de prova de resina acrilica. Para isso, cada espécie foi cultivada em meio
Sabouraud dextrose broth (SDB) glicosado, cultivado por 24 horas a 37°C e
ajustadas em 1x107 UFC/mL. Em seguida, 1 mL de cada suspensdo foi misturada
mantendo uma concentracdo final 1x10®° UFC/mL. Os corpos de provas, entdo,
foram colocados sobre as suspensfes fungicas e incubados por 24 horas para
formacao do biofilme. A formac&o de biofilme foi quantificada pela densidade Optica
(DO, 570 nm) em ensaios colorimétricos (cristal violeta). A capacidade de formacéao
de biofilme simples de C. glabrata apresentou-se maior, enquanto que, C. albicans
foi 0 mais baixo. Em biofilmes mistos, observou-se que C. albicans teve um impacto
positivo na formacao de biofilmes em substancias acrilicas associado a C. glabrata.
Ja C. krusei teve um impacto negativo em combinacdo, quando associada com outra
espécie. E quando as quatro espécies foram associadas, a atividade de formacao de
biofilmes foi severamente prejudicada.

Tati et al.??> (2016) avaliaram a interacdo da Candida glabrata (Cg) em
associacdo com a Candida albicans (Ca) durante o desenvolvimento do biofilme.
Sob condi¢cdes de fluxo dinamico, a C. glabrata sozinha foi incapaz de formar
biofiimes dentro da camara de fluxo, enquanto C. albicans formou biofilmes
abundantes. No entanto, quando ambas as espécies foram cultivadas juntas, células
Cg foram encontradas associadasas hifas de Ca. Em uma analise por Microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), na qual ambas espécies foram incubadas na mesma
proporcao por 60 minutos, células de Cg ndo aderiram as células de levedura Ca. No
entanto, as células de Cg mostraram forte adesdo ao longo do comprimento das
hifas germinadas de Ca, mas nao aderiram a outras células de Cg. Em um estudo in
vivo, onde foi induzido candidiase orofaringea em camundongos imunossuprimidos,
a infeccdo por Cg sozinha nao resultou em nenhum aparecimento clinico de doenca
ou perda de peso em animais e baixa recuperacdo de UFC no tecido (4 — 7x10?
UFC/g). Quando biofilme misto foi utilizado para inoculacdo da infeccdo, foi

observado um aumento da andlise UFC de Cg (3x10%® UFC/g), mostrando que 0s
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niveis de infeccdo oral por Cg foram significativamente aumentados por uma
infeccdo oral estabelecida por Ca e a taxa de perda de peso aumentou com a
infeccdo de duas espécies. Durante a analise histoldgica, linguas de camundongos
com infeccdo mista mostraram formacdo de placa fungica robusta, extensa
penetracdo de hifas de Ca no epitélio superficial e invasdo em algumas regides do
epitélio subjacente e lamina propria. Uma inspecédo mais detalhada dessas regides
mostrou hifas generalizadas de Ca e, em algumas areas, as células de levedura
foram observadas tanto aderentes a hifas quanto como células soltas que eram
provavelmente Cg. Imagens fluorescentes dessas regifes confirmaram que a
maioria da invasao de tecido foi com hifas de Ca (vermelho); no entanto células de
Cg (verde) também foram observadas dentro desses tecidos, tanto associadas a
hifas ou separadas. Em contraste, a infeccdo por Cg em uma Unica espécie resultou
apenas em placas superficiais muito pequenas que foram localizadas na superficie
da mucosa sem qualquer invasdo. Assim, a infeccdo do epitélio oral por Ca e a
presenca de suas hifas foram permissivas a infec¢céo e invaséao tecidual por Cg.
Vipulanandan et al.?® (2017) desenvolveram uma abordagem quantitativa
baseada em transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase (RT-
gPCR). Deste modo, foi determinada a composicéo precisa de biofilmes de espécies
mistas de Candida spp. formados por isolados clinicos e cepas de laboratério na
presenca e na auséncia de concentracdes de trés antifingicos comumente usados:
fluconazol, caspofungina e anfotericina B. Foi verificado in vitro que biofilmes
monoespécies de C. glabrata e C. tropicalis apresentaram aumento de populacao
apos exposicao ao fluconazol, enquanto que C. albicans e C. dubliniensis mostraram
diminuicdo de suas populagcdes. A exposicdo a caspofungina aumentou a populacéo
dessas espécies, enquanto que a anfotericina B a reduziu. Ja quando biofilmes
mistos foram avaliados, fluconazol promoveu aumento da populagéo de C. glabrata,
caspofungina aumentou a populacéo de C. tropicalis, e anfotericina B mostrou-se o
antifingico mais efetivo. Esses resultados demonstraram que fluconazol e
caspofungina ndo foram efetivos em biofilme misto, e que somente anfotericina B
promoveu reducdo significativa da populacdo de biofilme misto. Além disso, foi
observado que, em biofilmes mistos, C. albicans é a espécie dominante, e ap6s a
exposicao aos antifungicos essa espécie perde a dominancia no biofilme. Apesar da
anfotericina B ter sido o antifungico mais efetivo, também foi constatado que C.

glabrata e C. tropicalis em biofilmes mistos apresentaram menor susceptibilidade a
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esse antifungico quando comparados aos seus respectivos biofilmes simples. Como
conclusao, os dados sugerem que o tratamento antifingico favorece o crescimento

de espécies especificas de Candida néo albicans em biofilmes de espécies mistas.

3.2 Uso de Dispositivo Intrabucal em Modelo Animal

Jennings e MacDonald®® (1990) estudaram um método quantitativo para
avaliar as alteracdes histolégicas de ratos que utilizaram um dispositivo intraoral.
Para isso, 9 animais foram divididos em dois grupos: controle (n=3) e
experimental(n=6). Todos os animais tiveram seu palato moldado a partir de uma
moldagem com polisufeto. Em seguida os dispositivos foram confeccionados por
resina acrilica termo-polimerizavel (polimetilmetacrilato) e bandas de aco inoxidavel
retidos nos incisivos superiores. Apos 28 dias de uso do dispositivo, 0s animais
foram eutanasiados. Os autores observaram uma grande quantidade de debris entre
o dispositivo e o palato. Durante a analise histoldgica, os autores observaram que a
camada epitelial que estava sob o dispositivo apresentou-se mais espessa em
relacdo aos animais que nao utilizaram o dispositivo. A constru¢do dos dispositivos
individuais para cada animal permitiu a obtencao de caracteristicas histoldégicas com
menor variabilidade entre eles. Os autores concluiram que os dispositivos
construidos podem ser satisfatoriamente usados por ratos durante pelo menos 28
dias, embora o acumulo de detritos sob eles possa ter sido um problema.

Nakashima et al. 36 (1994) avaliaram alteracdes histopatolégicas no tecido do
palato sob base de protese reembasada sem presséo oclusal em ratos. A base do
dispositivo foi projetada para fazer contato com a mucosa palatina do animal sem
pressdo mecanica e nao transmitir forca oclusal a mucosa. Os objetivos foram:
contato sem pressao da base da prétese com a mucosa palatina e baixo estimulo
fisiol6gico no tecido palatino pela lingua e/ou dieta. Para isso, 90 ratos Wistar
machos foram divididos em dois grupos: animais com dispositivo e sem dispositivo.
O dispositivo foi confeccionado a partir de resina acrilica termopolimerizavel para ser
suportado apenas na regido posterior (sem envolvimento dos incisivos). A cada 3
dias era realizada uma manutencao de limpeza dos dispositivos com o auxilio de um
ultrassom. Apds um periodo de 4, 7 e 10 dias e 2, 4, 8, 12, 20 e 28 semanas de uso
do dispositivo, os autores observaram que a cobertura da mucosa palatina com uma

base do dispositivo sem pressdao mecanica e com a boa manutencédo (limpeza) do
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dispositivo ndo causou alteracdo inflamatéria e reabsorcdo Ossea nos tecidos de
suporte do dispositivo, exceto por uma ligeira reacdo proliferativa transitoria nas
cristas epiteliais.

Hara et al.®” (1996) estudaram as alteragées histopatoldgicas nos tecidos de
suporte da prétese em relacdo a pressédo oclusal exercida (assentamento) através
de dispositivo experimental. 171 ratos machos Wistar com aproximadamente 15
semanas de vida foram divididos em 3 grupos experimentais e 1 controle. Foram
confeccionados dispositivos para serem alojados na regido de molares para cada
animal, divididos entre os grupos experimentais com presséo de 100 um, 50 um e 13
um. As alteracdes histopatologicas e a intensidade da pressdo causadas pela
presséo oclusal do dispositivo foram avaliadas. No grupo de 100 e 50 um de pressao
oclusal, foi observado alteracbes do epitélio e da lamina propria, infiltrado
inflamatorio e reabsorcdo 6ssea. Nos animais do grupo 13 pum de pressao oclusal,
nao apresentou-se reacdo inflamatéria nem reabsorcdo Ossea. A partir desses
resultados, os autores observaram uma alta correlacdo entre as alteracdes
histopatoldégicas sob a base da protese e a intensidade da pressdo oclusal,
sugerindo a possibilidade da existéncia do limiar de reabsorcdo 6ssea induzido pela
presséao oclusal.

Mori et al.38 (1997) elaboraram um modelo in vivo em ratos para avaliar os
efeitos e alterac6es histopatoldgicas que a pressdo exercida pela base de prétese
removiveis em acrilico podem causar sobre a mucosa do palato. Um total de 161
ratos machos da espécie wistar foram divididos em trés grupos experimentais e um
grupo controle. Os animais do grupo experimental receberam um dispositivo acrilico
intraoral que exercia uma pressao de 1,5, 3,4 ou 4,9KPa sobre a regido do palato.
Os dispositivos apresentavam em seu interior uma estrutura metalica para fixagao
bilateral nos molares superiores dos animais e um fio ortodéntico no qual exercia a
pressao sobre o palato. Os animais no grupo controle ndo utilizaram os dispositivos.
A constante pressédo sobre o palato foi mensurada no momento da instalacdo do
dispositivo, 3 dias ap0s a instalacéo e a cada semana (1, 2, 4, 8, 12 e 20 semanas).
Apés cada periodo de observacdo, 5 animais de cada grupo foram eutanasiados
para avaliagdo histologica. Em todos os grupos néo foi observado evidéncias de
processos inflamatorios. Os animais que receberam 1,5 KPa de pressdo nao
apresentaram sinais de reabsorcdo O0ssea nos diferentes dias de avaliacdo. Os

animais do grupo 3,4 ou 4,9 apresentaram a presencga de osteoclastos apos alguns
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dias, e ao longo das semanas a presenca de osteoblastos. Os autores sugeriram a
possibilidade de existir um limiar para a reabsorcdo 6ssea induzida por pressao
continua sobre a mucosa do palato.

Barclay et al.%® (1997) investigaram os efeitos de materiais reembasadores em
mucosa de palato de ratos a partir de um dispositivo intraoral com recobrimento total
do palato. Foram confeccionados dispositivos para 30 animais machos Wistar com
retencdo nos incisivos, e esses dispositivos foram aliviados na regido de contato
para serem inseridos os materiais reembasadores (Coe-Soft e Kooliner). A dieta dos
animais foi alterada para uma dieta especial em pdé com todos o0s nutrientes
necessarios, com o intuito de evitar a formacdo de debris na parte interna do
dispositivo. Apos 14 dias de uso do dispositivo com o material reembasador, 0s
autores observaram que o material ‘hard’ acarretou em maior comprimento da
membrana basal em relacdo ao reembasamento com material ‘soft’, e ambos
resultaram em maior espessura da camada de queratina em relacdo ao controle
(dispositivos ndo reembasados).

Saramanayake e Saramanayake®* (2001) descreveram uma revisdo de
literatura sobre modelos experimental de candidiase oral em animais, com o0s
seguintes modelos: macacos (Macaca irus), ratos (Wistar e Sprague-Dawley),
camundongos e hamsters. Ratos, por sua vez, apresentam vantagens em relacéo ao
seu custo de manutencéo e facil manipulacdo da cavidade oral, guando comparados
com outros modelos animais, o que permite facilmente a inoculagéo e a coleta de
amostras. Infecgcbes por Candida albicans em ratos podem ser induzidas
experimentalmente dentro de algumas semanas sem traumatizar o epitélio da
mucosa, com evidéncias de que esse modelo é satisfatorio e consistentemente
reprodutivel. No entanto, na grande maioria dos estudos levantados, foi preciso
administrar antibiéticos (por exemplo, tetraciclina) ou imunossupressores para iniciar
as lesdes. Os achados clinicos e histolégicos desse modelo, clinica e
microscopicamente sdo semelhantes ao de humanos. E possivel encontrar
pequenas lesdes brancas de candidiase que podem ser visualizadas na mucosa
lingual queratinizada e na mucosa da bochecha. Segundo alguns estudos, é
provavel que os ratos apresentem C. albicans na cavidade oral, embora em menor
grau do que os humanos. No entanto, néo foi observado estimativas quantitativas de
colonizacédo por candidiase da mucosa oral em ratos. Portanto, uma desvantagem

do modelo de rato pode ser que o0 animal possa apresentar C. albicans como um
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comensal transitorio de baixo nivel e, portanto, seria dificii compreender a
contribuicdo da resposta imune inata ao processo da doenca. Entretanto, pode-se
argumentar que tal prevaléncia natural de C. albicans oral imita o ecossistema
humano, uma vez que 30 a 50% dos humanos carregam leveduras orais. Os
pesquisadores que utilizam este modelo para estudos futuros devem, portanto, ter
em mente a importancia critica de descartar a colonizacdo oral natural por C.
albicans antes da inoculagéo artificial.

Lee et al.*® (2011) validaram um dispositivo acrilico removivel para roedores
composto por duas partes unidas por imas: uma fixa e a outra removivel. Para a
confeccao deste dispositivo, primeiramente, os animais foram moldados com silicona
de adicéo de consisténcia leve aplicado diretamente sobre o palato abrangendo toda
vestibular dos molares superiores, e em seguida, vazado em gesso tipo lll. A parte
fixa do dispositivo foi confeccionada em resina acrilica autopolimerizavel na regido
posterior do palato sem recobrir as superficies oclusais dos dentes molares
superiores. Entdo, dois imas foram incorporados na parte fixa do dispositivo. Na
parte mével, uma tira de aco inoxidavel foi embutida para que se estendesse aos
imas da parte fixa, formando uma unica estrutura. Fios de ligadura ortodénticos
foram colocados nos espacos interproximais direito e esquerdo entre o primeiro e 0
segundo molares nos dois lados, fornecendo estabilidade para a parte fixa. Em
seguida, a porcao fixa foi cimentada com resina acrilica sobre os dentes molares
superiores. A parte movel foi instalada pelo encaixe da parte fixa. Os animais foram
monitorados durante 4 semanas utilizando o dispositivo; todos os animais nao
apresentaram perda durante esse periodo, sendo que, ao longo do tempo, alguns
animais ganharam peso. Para diminuir o acumulo de debris na regido interna do
dispositivo, uma dieta em gel foi utilizada. Os animais utilizaram o dispositivo por
mais 8 semanas sem comprometer o peso corporal dos animais.

Meister et al.?® (2015) desenvolveram um método para construir um
dispositivo acrilico intraoral, permitindo que um material de reembasamento fosse
adicionado a superficie interna da placa palatina. Quinze ratos (Wistar) fémeas
adultas com 60 dias de vida, pesando entre 150 e 250 g, foram utilizadas para este
estudo e alocadas em trés grupos: Animais com dispositivos (resina acrilica
termopolimerizavel); Animais com dispositivos (resina acrilica termopolimerizavel) e
material reembasador; Animais sem uso do dispositivo. Os dispositivos recobriam

todo o palato e eram fixadas na regido molar com resina fotopolimerizavel e



21

mantidos por 14 dias. Os animais receberam dieta pastosa e agua ad libitum. Antes
e apos o periodo experimental, os ratos eram pesados individualmente no tempo O e
apos 14 dias de uso da placa palatina. Os autores ndo observaram diferencas
estatisticas em relacdo ao peso dos animais entre 0s grupos experimentais do
estudo. O dispositivo com a cobertura dos dentes molares e o método de
cimentacdo com resina composta ndo adesiva proporcionaram boa estabilidade, ndo
perturbando os hébitos alimentares e nutricdo dos animais. Os autores observaram
as diferencas na morfologia do tecido entre 0os animais que usaram o dispositivo
palatina e os animais que ndo usaram esse dispositivo. Foi concluido que o uso
desse dispositivo poderia esclarecer como as préteses trazem alteracdes na mucosa
palatina dos usuarios.

Hotta et al.3° (2017) avaliaram dois tipos de dispositivo intrabucal e avaliaram
a biocompatibilidade de materiais reembasadores (Trusoft) para base de protese,
modificados por um farmaco na minima concentracdo inibitéria para Candida
albicans. Um total de 115 ratos foi dividido entre os grupos: sem dispositivo, somente
o dispositivo, com dispositivo e reembasador, com dispositivo e reembasador
modificado com nistatina (0,032g/mL), com dispositivo e reembasador modificado
com diacetato de clorexidina (0,064g/mL), com dispositivo e reembasador
modificado com cetoconazol (0,0128g/mL). Além disso, trés dispositivos foram
avaliados, com e sem fixagdo nos incisivos a partir de um fio ortodontico e/ou a
cimentacao dos dispositivos com fixacdo dos incisivos que também foi avaliada. Dois
tipos de moldagem (Moldagem padrdo e individual) e trés tipos de alimentacdo
(pastosa, em po, liquida) também foram avaliados. Para avaliar a biocompatibilidade,
a analise histologica foi avaliada de forma quantitativa e qualitativa, utilizando os
seguintes parametros: comprimento do epitélio, tecido conjuntivo e tecido 6ésseo dos
palatos de cada animal. Ap6s 7 ou 14 dias de uso, foi observado que a dieta em
pasta permitiu as melhores condi¢cdes de sobrevivéncia dos animais. Quando
diferentes formas de retencdo e fabricacdo do dispositivo dos animais foram
avaliadas, verificou-se que somente os dispositivos individuais retidos por
cimentacdo associado a dieta pastosa foram os Unicos fatores que ndo acarretaram
em perdas de peso. A andlise quantitativa mostrou que o0s animais dos grupos
Clorexidina e Nistatina ndo apresentaram alteracfes significativas nos parametros
avaliados em comparacéo ao grupo controle. Ja nos animais do grupo cetoconazol,

houve uma reducao significativa da espessura da camada queratinizada.
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3.3 Inoculacéo de Candida spp. Através de um Dispositivo em Modelo Animal

Olsen e Bondevik®! (1978), avaliaram um modelo experimental de candidose
oral em ratos a partir de uma placa de acrilico retida por fio ortodéntico ao redor dos
incisivos. Trinta e oito ratos Wistar foram utilizados em duas séries de experimentos
com um periodo de observagdo de 2 semanas. Em cada uma das séries havia um
controle e trés grupos experimentais. Os animais do grupo controle n&o receberam a
placa, enquanto os ratos dos grupos experimentais usavam placas néo inoculadas
ou inoculadas (30mg), ou somente a mucosa do palato inoculado por Candida
albicans (30mg). Todos os dispositivos foram removidos ao final da primeira semana
para avaliar o palato dos animais e reinstalados logo em seguida. Previamente a
instalacéo e apds a retirada do dispositivo, foi realizado um esfregaco do palato e do
dispositivo para avaliar microscopicamente os microrganismos de Candida albicans.
ApOs a primeira semana, um inflamado simples generalizado se desenvolveu no
palato da maioria dos animais dos grupos experimentais. Porém, a inflamacéao foi
mais grave e persistente em ratos com placas inoculadas. Sinais histoldgicos de
inflamacédo e formacdo de hifas também foram mais evidentes nesse grupo. Foi
observado alteracdo morfoldgica de blastéporo para hifa, mas ndo apresentaram
invasdo no epitélio. Os animais apresentaram uma perda inicial do peso corporal
apos a instalacdo das placas, porém, apés 10 ou 12 dia, seu peso corporal foi
restabelecido. Os autores concluiram que rato da espécie Wistar € adequado para
estudos experimentais sobre estomatite dentaria.

Shakir et al.>® (1981) induziram estomatite protética em um modelo animal
(ratos wistar); a candidose foi induzida pela inoculacdo de cepas Candida albicans
3091 (sorotipo A) e 3118C (sorotipo B) a partir de um dispositivo acrilico intraoral. 77
ratos Wistar foram divididos em grupos com ou sem inéculo de Candida albicans, em
diferentes periodos de uso do dispositivo (1, 2, 4 e 6 semanas). Apos 1 semana de
uso do dispositivo, foi observado que o epitélio palatino mostrou infiltracado celular
inflamatéria aguda e colonizagdo da superficie por blastosporos. Duas semanas
apos a inoculacdo, a inflamagcdo aumentou, microabscessos foram observados e
hifas fungicas penetraram na camada de queratina. Ap0s 4 semanas, essas
alteracdes foram intensificadas e o epitélio ficou hiperplasico. Seis semanas apos a

inoculacdo, algumas &reas do epitélio eram atréficas e outras hiperplasicas, com
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penetracdo de hifas por fungos. As alteracdes histoldégicas no epitélio estavam
associadas com presenca da placa acrilica palatina. Quando o dispositivo foi
removido, 4 semanas apos a inoculacao, as alteracdes epiteliais normalizaram apos
2 semanas. Porém, os microrganismos na superficie da mucosa persistiram.

Shakir et al.*! (1983) avaliaram a efetividade de duas cepas diferentes de
Candida albicans (3091, sorotipo A; 3118C, sorotipo B), duas cepas diferentes de
Candida tropicalis (3111 e MS1) e Torulopsis Glabrata (3240) na inducéo de
estomatite protética em ratos Wistar a partir de um dispositivo intraoral. Para isso, 35
animais foram divididos em 5 grupos (n=7), sendo que cada um recebeu
aproximadamente 30 mg de inéculos de umas das cepas com uma concentracdo de
aproximadamente de 3x10?° células/mg. Dois animais de cada grupo ficaram sem o
dispositivo, somente receberam o inb6culo. Foi realizada uma coleta dos
microrganismos da cavidade oral antes e apds a utilizacdo do dispositivo para
contagem de UFC/mL. ApOs duas semanas de uso, os animais foram eutanasiados
e a mucosa foi submetida a andlise histoldgica. Nao foi observado alteracbes
histolégicas nos animais que nédo utilizaram os dispositivos. Os animais dos grupos
C. tropicalis e com Torulopsis glabrata também ndo apresentaram alteracdes
histol6gicas. Ja os animais do grupo Candida albicans (sorotipo A) apresentaram
hiperplasia epitelial com infiltrado leucocitario, microabscessos e invasdo de hifas
fungicas. Apenas dois animais do grupo Candida albicans (sorotipo B) apresentaram
sinais similares dos animais do grupo Candida albicans (sorotipo A). Os animais do
grupo Candida albicans (sorotipo A e B) apresentaram hifas na camada epitelial. Ja
0s animais do grupo Candida tropicalis e Torulopsis glabrata apresentaram
microrganismos somente nos animais que utilizaram o dispositivo, sem infiltragdo do
epitélio. Os autores concluiram uma maior patogenia de Candida albicans, sendo a
cepa do sorotipo A, o mais patégeno.

Shakir et al.>” (1986) avaliaram o efeito do uso de dispositivos acrilicos sobre
a atividade mitética do epitélio palatal de ratos Wistar, com e sem a inoculacéo de C.
albicans induzido por um dispositivo. 35 animais foram divididos em trés grupos:
Controle (n=5): Animais sem dispositivo; Animais com dispositivos contendo in6culos
com C. albicans; Animais com dispositivos sem a inoculacdo. Cinco animais de cada
grupo experimental foram eutanasiados 1, 2 e 4 semanas apo0s a instalacdo dos
dispositivos. A mucosa do palato foi removida e a regido entre as rugosidades

palatinas foram avaliadas histologicamente (analise histopatolégica e contagem de
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células). Apds uma semana de uso dos dispositivos, a espessura do epitélio palatino
reduziu em ambos 0s grupos experimentais, sem diferencas significativas entre eles.
Com quatro semanas de uso, a espessura do epitélio queratinizado dos animais que
receberam in6culos de Candida albicans estava maior em relacdo aos animais do
grupo controle. Durante a contagem de células, foi observada uma atividade mitética
reduzida nos dois grupos que receberam dispositivos, apés 1 semana de uso, sem
diferengca significativa. Ap0s 2 semanas, a atividade mitética aumentou
significativamente para os dois grupos experimentais. No final da quarta semana,
somente o grupo inoculado com Candida albicans teve seu padrdo de atividade
mitotica aumentada.

Martin et al.>® (1987) avaliaram o efeito da Candida albicans sobre a
permeabilidade da mucusa do palato de ratos. Para isso, 0s animais receberam
dispositivos acrilicos intraoral, com recobrimento de todo o palato e fixados sobre os
incisivos superiores utilizando resina acrilica autopolimerizavel. Previamente a
instalacdo dos dispositivos, animais do grupo experimental receberam
aproximadamente 30 mg de indculo de Candida albicans sobre o palato e base
interna do dispositivo. Os animais dos grupos experimentais foram divididos em:
Animais que receberam o dispositivo com inoculo uma Unica vez; Animais que
receberam o dispositivo com indculo por duas semanas até o final do experimento;
Animais que receberam os dispositivos inoculados por até 2 semanas e removidos
apos 2, 4 e 8 semanas. Apés esse periodo, os animais foram perfundidos com uma
dose de cloreto de lantanio e entdo, eutanasiados. A mucosa do palato foi avaliada
em microscopia eletrbnica de varredura (MEV). Animais foram adicionados para
avaliar as proteinas transudadas do epitélio do palato por eletroforese em gel. Esses
animais receberam os mesmos tratamentos descritos anteriormente. Foi observado
gue os animais do grupo controle apresentaram um depdsito de lantanio no interior
da camada granulosa, enquanto que os animais que receberam o dispositivo com
Candida albicans apresentaram o lantanio por todo o epitélio até a camada cornea.
Ja os animais que receberam os dispositivos por duas semanas e removidos em até
4 ou 8 semanas, apresentaram lantanio apenas entre as células da camada
granulosa, concluindo que a barreira de permeabilidade do tecido havia se reparado
apos a remocdo do dispositivo. Na analise em eletroforese, foi observado que o

tecido do palato saudavel permitiu a passagem de baixas quantidades de proteinas
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de baixo peso molecular, enquanto que o tecido dos animais infectados por Candida
albicans permitiu somente a passagem de proteinas com alto peso molecular.

Nett et al.>® (2010) desenvolveram e validaram um modelo de estomatite
protética em ratos a partir de um dispositivo intraoral; os autores avaliaram o
processo de formacdo do biofilme de Candida albicans. Neste estudo, ratos
(Sprague-Dawley, SPF, Specificpathogemfree) foram imunossuprimidos com uma
dose Unica de cortisona na concentracdo de 200 mg/Kg. Os animais receberam uma
dieta liquida e submetidos a uma avaliacdo duas vezes por dia para verificar 0s
sinais inflamatdrios e purulentos. Os dispositivos foram confeccionados a partir de
um fio ortodéntico colocado sobre o palato e entre dentes molares superiores para
obter uma melhor retengéo da resina acrilica. Também foi aplicado um gel adesivo
de cloreto de benzalcdnio sobre os dentes molares para criar retengfes na superficie
do esmalte dentario. Em seguida, foi utilizada uma espatula metalica
(aproximadamente 1mm de espessura) para criar uma area entre o dispositivo e 0
palato (para inoculacdo de Candida albicans). Resina acrilica autopolimerizavel foi
manipulada e adicionada sobre o palato recobrindo toda vestibular dos molares
superiores. Apés a polimerizacdo da resina acrilica, a espatula foi removida e uma
area de aproximadamente 1mm de espessura e 3mm de largura foi criada. Nesse
espaco, foi inoculada uma suspensao fangica de Candida albicans na concentracéo
de 1x108 UFC/mL. Apds 6, 24, 48 ou 72hrs de uso do dispositivo, os animais foram
eutanasiados, a lingua e o palato foram removidos para serem avaliados por ensaio
histopatolégico, MEV e microscopia de varredura a laser. Além disso, foi realizada a
coleta dos microrganismos da cavidade oral e dos dispositivos e plaqueados em
meio de cultura especifica para determinar a concentragdo de microrganismos
viaveis (UFC/mL). Também foi avaliada a resisténcia fungica de triazol e
equinocandina administrados por via tdpica e sisttmica. Ambos o0s antifingicos
foram aplicados sobre o a regiéo aliviada do dispositivo por 48 horas, assim como 0s
inoculos. Durante a contagem de células de Candida albicans, os autores
observaram que com 6h de uso do dispositivo, o valor correspondia a 2 logio UFC no
dispositivo; apdés 48h esse valor aumentou para 6 logio UFC no dispositivo. Esses
valores corroboraram com o0s ensaios de MEV e microscopia confocal a laser. Na
analise histopatoldgica, foram observados sinais de inflamacdo com a presenca de
invasdo de hifas na regido do epitélio tecidual. Nao foi observada uma reducéo da

carga viavel de Candida albicans ap0s a aplicacdo dos antifingicos.
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Toboutiel al.*® (2016) avaliaram a expressdo das aspartil proteases
secretadas 2, 5 e 9 (SAPs) a partir de um modelo in vivo com estomatite protética.
SAPs sdo enzimas hidroliticas extracelulares secretadas pela Candida albicans.
Essas enzimas estdo fortemente associadas aos fatores de viruléncia desse
microrganismo. Para isso, 35 ratos machos (Wistar) foram divididos nos seguintes
grupos: Controle (n=5), animais sem dispositivos; Placa (n=15), animais que
utilizaram dispositivo, sem a contaminag¢ao por Candida albicans; e Placa/Candida
(n=15), animais que receberam os dispositivos com biofilme. Os animais utilizaram
os dispositivos durante 2, 4 e 6 dias. Os dispositivos foram confeccionados em
resina acrilica termopolimerizavel a partir de uma moldagem individual. Além disso, o
dispositivo era retido por fios ortodonticos na regido dos incisivos. A formag&o do
biofilme no dispositivo foi preparada previamente a instalacio do dispositivo em meio
TrypticaseSoyBroth (TSB) a 30°C sob agitacao orbital a 180 RPM em overnight. Em
seguida, esse inoculo foi centrifugado, ressuspenso em meio RPMI 1640 e ajustado
na concentracdo de 1x107 células/mL. Os dispositivos foram incubados 90 minutos a
37°C sob agitacdo a 75 RPM, e em seguida, foram lavados com PBS para remover
as células ndo aderidas e cimentadas nos animais. ApO0s a utilizacdo dos
dispositivos, os dispositivos foram removidos, o palato e a lingua foram avaliados
clinicamente, segundo a classificagcdo de Newton. Em seguida, foi realizada a coleta
de sangue de cada animal para avaliar o hemograma. E por fim, os animais foram
eutanasiados, a mucosa do palato e a lingua foram removidas para avaliacéo
histopatoldgica. O dispositivo foi utilizado para avaliar a expressdo das SAPs. Os
autores observaram que o0s animais pertencentes ao grupo Placa/Candida
apresentaram alteracdes nas porcentagens de neutrofilo e linfocito comparado com
0s animais dos outros grupos. Os animais do grupo Placa/Candida apos utilizarem o
dispositivo por 4 dias, apresentaram uma porcentagem de neutréfilo aumentada em
relacdo aos demais grupos; sinais de inflamagéo grau | na escala de Newton durante
a analise macroscopica; e maiores expressdes relativas de SAPs 2, 5 e 9. Na
analise histopatologica, os animais apresentaram um epitélio hiperplasico, com
hiperortoqueratinizacdo com projecdes papilares exofiticas apos 4 e 6 dias de uso
do dispositivo.

Yano et al.*® (2019) avaliaram as propriedades de colonizacéo e dano tecidual
da Candida glabrata quando isolada ou associado a Candida albicans em um

biofilme formado na superficie interna de um dipositivo intraoral in vivo. Para isso,
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dispositivos com partes fixa e removivel (através de imas) foram confeccionados
pelo mesmo método de Lee et al. (2011), seguindo as mesmas condi¢des climaticas
e dieta. As cepas utilizadas foram: Candida albicans DAY 185, derivado prototréfico
de SC5314 e Candida glabrata LF574.92. Ambas cepas foram cultivadas em caldo
extrato-peptona-dextrose (YPD) por 18 horas a 30°C sob agitacdo magnética a 200
RPM até alcancar a fase estacionaria. Apés, o inoculo foi lavado em PBS e contados
em hemocitometro. Para inoculagéo, os ratos foram anestesiados por inalacdo de
isoflurano e inoculados pela aplicacdo de um gel oral contendo inéculos de Candida
albicans ou Candida glabrata ou as duas espécies juntas na superficie interna do
dispositivo. A inoculacdo foi realizada num total de trés vezes separadas por
intervalos de trés dias, e os ratos foram monitorados semanalmente durante um
periodo de quatro semanas. Os autores observaram uma colonizac¢do consistente da
Candida glabrata utilizando esse dispositivo associado ao gel. A carga fungica
demonstrou uma colonizagéo consistente com Candida glabrata isolada no palato e
na protese, semelhante a de C. albicans. A inoculacdo com as duas espécies de
Candida resultou em um aumento acentuado da carga fungica de Candida glabrata,
mas nao estatisticamente significativo (10 a 100 vezes em dentaduras e palatos as 2
a 3 semanas apoés a inoculacao). Os niveis de Candida albicans nédo foram afetados
pela inoculagdo com Candida glabrata. A Candida glabrata ndo apresentou efeitos
potencializadores na viruléncia de Candida albicans.

Sultan et al.*? (2019) utilizaram um modelo de ratos com estomatite protética
induzida por um dispositivo para avaliar uma formulacdo bioadesiva(topica oral)
antimicrobiana a base de peptideo K11R-K17R. Para isso, os autores moldaram
apenas um animal com polissiloxano de vinil para obter um modelo de trabalho em
gesso. Em seguida, esse modelo foi scaneado para se obter um modelo digital. O
dispositivo foi desenhado em software para impressdao 3D sobre o modelo
digitalizado. O dispositivo apresentava uma area entre o palato e a base para
acomodacdo da formulacdo bioadesiva, um orificio no centro para facilitar a
inoculagcdo com Candida albicans (SC5314) e perfuracdes laterais para acomodar
material para cimentacdo na regido dos dentes molares. Assim foi possivel fazer um
dispositivo universal para todos os animais do estudo. Um total de 132 animais
foram imunossuprimidos com uma dose Unica de cortisona (200 mg/kg) no dia da
inoculacdo. Além disso, ampicilina (0,5g/litro) foi adicionado na agua de beber dos

animais. Foi realizado o condicionamento &cido e adesivo nos molares para
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cimentacdo do dispositivo com resina composta. Previamente a cimentacdo, 0s
dispositivos foram incubados em uma suspenséo fungica de Candida albicans com
1x10° células/ml durante 120 minutos. Em seguida, uma suspensdo de 1x108 —
1x10° células/mL de Candida albicans foi inoculada através do orificio. Apds 96
horas, os animais foram sacrificados, o palato foi avaliado macroscopicamente e
histologicamente, e o biofilme do dispositivo foi coletado para analise de contagem
de células (UFC). Os autores observaram edema, eritema e inflamacado na mucosa
do palato, além de placas brancas e densas, indicativas de candidiase oral. Na
analise histolégica foi observada a presenca de fungos na mucosa do palato e da
lingua na superficie mais externa do epitélio, além de microabcessos e neutroéfilos
em toda extensao infectada. A recuperagédo no dispositivo variou entre 3,5 a 5 logio
UFC/mL e no palato entre 2 a 4 logio células/grama.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Material

Acido morfolinepropanesulfénico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

Acido periodico de Schiff (PAS, Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema,
SP, Brasil);

Agitador de tubos, Modelo: AP 56 (PHOENIX Industria e Comércio de Equipamentos
Cientificos Limitada, Araraquara, Sao Paulo, Brasil) ;

Agulha (25mm x 7mm, BD plastipac, Nova Jersey, Nova york);

Alca de Drigalsky (Vidrolabor, S&o Paulo, SP, Brasil);

Alga de inoculagao 10 L, estéril (Plastbio, Curitiba, PR, Brasil);

Alcool 70% (Ciclo farma, Serrana, SP, Brasil);

Alcool Anidro 99,3° (Ciclo farma, Serrana, SP, Brasil);

Autoclave vertical, Modelo: AV 60 (PHOENIX Industria e Comércio de Equipamentos
Cientificos Limitada, Araraquara, Sao Paulo, Brasil);

Balanca de precisdo (GEHAKA — Industria e Comércio Eletro Eletronica Gehaka
Limitada, Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil);

Balanca Digital para animais, modelo: LS5(BONTHER Equipamentos para Ensino e
Pesquisa (Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil);

Brain-Heart Infusion(BD, Difco, New Jersey,USA)

Broca de carboneto de tungsténio (maxicut n® 1509, American burrs, SC, Brasil
Broca esférica carbide n° 6 (HartePrecisiongrip, Sao-paulo, Brasil)

Broca ponta exa-cerapol (EDENTA, Au, Suica)

Cabo de bisturi reto (TRINKS Instrumentos odontolégicos, S&o Paulo, SP, Brasil);
Camera Digital (T6i, Canon, Toquio, Japao).

Cassete Histoldgico (EasyPath, Sdo Paulo, SP, Brasil);

Centrifuga de tubos Falcons Modelo: 5810R (Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha);
Cera 7 Lysanda, ProdutosOdontologicos, Sao-Paulo, Brasil
CHROMAgarCandida(BD, Difco, New Jersey,USA)

Cloreto de Calcio Dihidratado P.A. (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

Cloreto de Potéassio (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP, Brasil);
Cloreto de Sdédio (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP, Brasil);
Cloridrato de Ketamina, (Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A., Embu-Guacu,
SP, Brasil);
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Cloridrato de Xilazina, (Produtos Veterinarios J. A. Ltda., Patrocinio Paulista, SP,
Brasil);

Cultura de Candida albicans proveniente da “Stanford GenomeTechnologyCenter”
(SC) (Stanford University, USA); SC5314

Cultura de Candidaglabrata proveniente da empresa American Type Culture
Collection (ATCC), Manassas, EUA Numero (ATCC number): 2001,

Cultura de Candidatropicalis proveniente da empresa American Type Culture
Collection (ATCC), Manassas, EUA Numero (ATCC number): 4563;

Dessecador com Tampa e Luva, Modelo: 76335L (Labor QuimiVidrolabor®, Poa, SP,
Brasil)

Espectrofotdmetro, Modelo: Biospectro SP-220 (Equipar Ltda, Curitiba, PR, Brasil);
Estufa bacteriol6gica, Modelo: MA0324 (Marconi Equipamentos Laboratoriais
Limitada, Piracicaba, SP, Brasil);

Fosfato de sédio monohidratado (Labsynth Produtos para Laboratorio Ltda,
Diadema, SP, Brasil);

Freezer -80°C (ThermoScientific, Waltham, MA, EUA);

Gesso tipo Il Herodent, Vigodent S.A., Bonsucesso, Rio de Janeiro

Gesso tipo IV Herodent, Vigodent S.A., Bonsucesso, Rio de Janeiro

Glicose (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP, Brasil)
Hematoxilina de Carazzi (Labsynth Produtos para Laboratorio Ltda, Diadema, SP,
Brasil)

Inclusora em parafina (Modelo EG1150H, LeicaGeosystems, Heerbrugg, Suica)
Incubadora de bancada shaker, Modelo: Q816M20 (Quimis Aparelhos Cientificos
Ltda, Diadema, SP, Brasil);

Isolamento CEL-LAC (SS WHITE Duflex, Sao-Cristovao, Rio de Janeiro, Brasil)
Lamina para microscopia 26x76mm (PERFECTA Lab, Sao Paulo, SP, Brasil);
Laminas para bisturi (FREEBACK);

Laminulas para microscopia, 24X60mm (PERFECTA Lab, Sao Paulo, SP, Brasil);
Meio de cultura YeastNitrogen Base (YNB - Difco, Detroit, MI, EUA);

Micro-ondas, Modelo: JetDeFrost 27L (Brastemp, Sao Paulo, SP, Brasil.);
Micropipeta de 100-1000 pL (Boeco, Hamburgo, Alemanha);

Micropipeta de 20-200 uL (Boeco, Hamburgo, Alemanha);

Microscopio optico, Modelo: BX51 (Olympus, Tokio, Japéo);

Micrétomo, Modelo RM2125 (LeicaGeosystems, Heerbrugg, Suica);
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Microtubos tipo Eppendorfs Graduado (Axygen, Curitiba, PR, Brasil);

Mufla nimero 6 (OGP, Produtos Odontoldgicos Ltda., Braganca Paulista, Brasil)
Panela de pressédo NIGRO (Nigro Aluminio Ltda, Araraquara, S&o Paulo, Brasil)
Parafina histologica (56°-58°C) (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema,
SP, Brasil);

Paraformoldeido em p6 95% (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

Peca-reta micromotor (KAVO, Sao-Paulo, SP, Brasil)

Permount (Fisher Chemical™ Permount™, Pittsburgh, PA, EUA)

Permount (Fisher Chemical™ Permount™, Pittsburgh, PA, EUA);

Pinca clinica (DUFLEX Equipamentos, Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

Pincel de pelo sintético (Preven, Guarapirama, Parand, Brasil)

Placa de 24 pocos (KASVI, Sao José dos Pinhais, Parand, Brasil)

Placas de Petri 90 X 15 mm descartaveis e estéreis (J Prolab Industria e Comércio
de Produtos para Laboratério Ltda., Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil);
Poliéterimpregum, 3M, Sumaré, Sdo-Paulo, Brasil

Ponteiras amarelas para micropipeta 20-200 yL (AxygenScientific, Union City, CA,
EUA);

Ponteiras azuis para micropipeta 100-1000 pL (AxygenScientific, Union City, CA,
EUA);

Resina acrilica autopolimerizavel(Classico, Melia Paulista, Sédo-Paulo, Brasil)
Resina acrilica Termopolimerizavel (Classico, Melia Paulista, Sao-Paulo, Brasil)
Roswell Park Memorial Institute 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
Sabouraud Dextrose Agar (SDA, AcumediaManufacturers Inc., Baltimore, MD, EUA);
Seringa de plastico descartavel (BD plastipac, Nova York, EUA)

Seringa para insulina, marca BD Ultra-Fine 1l (CBS MEDICO Cientifica S/A, Sao
Paulo, SP, Brasil);

Swab estéril (Absorve, Cral, Cotia, Sado Paulo, Brasil)

Termopolimerizaora (Solab Equipamentos para laboratérios Ltda., Piracicaba, SP,
Brasil)

Tesoura Cirdrgica (Quinelato, Rio Claro, Sdo-Paulo, Brasil)

Tesoura cirargica de ponta fina reta (CBS MEDICO Cientifica S/A, Sao Paulo, SP,
Brasil);

Tubo a vacuo com anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (Labor Import,

Osasco, Sao-Paulo, Brasil)



Tubos tipo Falcon de 15 mL, estéril (TPP, Techno PlasticProducts, Trasadingen,
Suica);
Xilol PA 1000mL (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP, Brasil);

32
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4.2 Método

4.2.1 Animal

Para essa pesquisa, foi utilizado um total de 95 animais, porém 11 animais
morreram durante o periodo experimental, os quais foram substituidos. Entdo, 84
animais, sendo 42 ratos Wistar (Rattusnorvegicusalbinus) machos e 42 fémeas, com
idade média de 90 dias, pesando aproximadamente 250-300 g e 350-450g,
respectivamente. Os animais foram provenientes da Sessdo de Biotério da
Administracdo Geral - UNESP Botucatu com 45 dias de vida e alojados no biotério
da Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr) — UNESP até completarem 90
dias de vida. Esses animais foram mantidos em caixas de polipropileno com 2 a 4
animais cada, em ambiente com ciclo de 12/12 h de luz/escuro e temperatura entre
22 e 24°C durante a realizacdo de todos os experimentos. Os animais receberam
racdo em pellet e dgua ad libitum durante todo periodo experimental.O projeto de
pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica local (CEUA nimero 25/2018, ANEXO
A).

Com o0 objetivo de evitar perda de peso dos animais e favorecer o
desenvolvimento e crescimento das Candida spp. no meio bucal, foi adicionada uma
dieta rica em carboidrato®® dois dias previamente a instalacédo do dispositivo acrilico
intra-bucal e fornecido até o dia da eutanasia dos animais. Essa dieta consistiu de
uma mistura cozida em panela de pressao a 80°C durante 30min de: 30% de amido,
40% de acucar, 30% de farinha de milho (fubd). Essa dieta rica em carboidratos foi
oferecida no mesmo dia em que os animais foram colocados em gaiolas metalicas
individuais para se adaptarem ao ambiente isolado previamente a colocacdo do

dispositivo acrilico.

4.2.2 Verificagao de Candida spp. na cavidade bucal dos animais

Foi realizado um esfregaco durante 1 minuto da cavidade bucal de cada
animal através de um swab estéril umedecido em 1mL de salina tamponada em
fosfato (PBS, NaCl 0,136 M; KH2PO4 1 mM; KCI 2 mM; Na2HPO4 10 mM; pH 7,4).
Em seguida, o swab imerso em PBS foi agitado durante 2 minutos em vortex e
submetido a diluicbes seriadas, cujas aliqguotas de 25 uL foram semeadas em

duplicatas em placas de Brain-Heart Infusion (BHI), para quantificacdo de microbiota
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total, CHROMAgarCandida(CHRO), para identificacdo presuntiva de Candida spp., €
de Sabouraud Dextrose Agar com cloranfenicol 0,05 mg/mL (SDA), para
quantificacdo de fungos. Para os meios SDA e CHRO, foram plaqueadas aliquotas
na diluicdo 10?, j& para o meio BHI, as amostras foram plaqueadas na diluigdo 10° e
10%. Essas diluicGes foram ajustadas nessas concentracdes para facilitar a contagem
de UFC/mL. As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas em estufa para

crescimento de colbnias.

4.2.3 Manipulacdo dos animais e mensuracdo da massa corpérea

Para a realizagédo dos procedimentos intra-bucais, os ratos foram submetidos
a anestesia geral com aplicacdo intramuscular de cloridrato de quetamina a 75
mg/kg, associado a cloridrato de xilazina a 8 mg/kg, sedativo e relaxante muscular
de uso animal, respectivamente. A massa corpoérea (g) dos animais foi mensurada
em balanca digital previamente a anestesia. Os animais foram colocados em uma
maca estabilizadora na posicdo supina apds serem anestesiados, tendo sua
cavidade bucal mantida aberta por meio de alcas presas aos incisivos superiores e
inferiores®®, facilitando a visdo do operador. A mensuracdo da massa corpérea de
cada animal foi realizada nos dias da moldagem do palato (dia 0), da colocacéao do
dispositivo acrilico intra-bucal (dia 7°), uma vez por semana, durante o uso do
dispositivo (dia 14°, 21°, 28°, 35°) e no dia da eutanasia (dia 42°).

4.2.4 Confeccéo dos dispositivos intrabucais

Foram confeccionados dispositivos intrabucais retidos por cimentacdo nos
molares3?40:55 cobrindo os dentes posteriores e o palato duro. Primeiramente, foram
confeccionadas moldeiras individuais de resina acrilica autopolimerizavel a partir de
uma moldagem da maxila de um cranio seco (FIGURA 1A) de um rato de 90 dias®°.

Em seguida, foram realizadas as moldagens das maxilas de cada animal sob
anestesia, utilizando-se poliéter. Previamente a moldagem, o adesivo fornecido com
o material de moldagem foi aplicado na superficie interna da moldeira individual. O
material de moldagem propriamente dito juntamente com o catalisador foram
proporcionados em comprimentos iguais, espatulados por 30 segundos e colocados

na moldeira individual com adesivo. A moldeira carregada foi entdo posicionada no
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arco dentario superior do animal e mantida em posicdo até a polimerizacdo do
poliéter (aproximadamente 2 minutos, FIGURA 1B). Para a obtencdo dos modelos
de trabalho (FIGURA 1C), os moldes individuais devidamente identificados foram
vazados com gesso especial tipo IV na propor¢do 0,22 mL agua com 0,24 g de poé,
espatulados manualmente. Apds o vazamento, aguardou-se aproximadamente 40
minutos até a completa cristalizacdo do gesso. E por fim, o modelo foi separado do
molde.

Para a obteng&o dos dispositivos acrilicos, foi realizado sobre os modelos de
gesso 0 enceramento individual (FIGURA 1D) da regido palatina com cera 7
encobrindo os dentes molares até sua face vestibular3®®4, A extensdo do
enceramento na regido anterior recobriu até a primeira rugosidade palatina e na
regido posterior até o ultimo molar superior. A espessura da face na regiao oclusal e
vestibular variou em aproximadamente 0,5 mm e, na face palatina, variou
aproximadamente 1mm de espessura, mensurada com uma sonda periodontal
milimetrada.

Os modelos de gesso com o0s enceramentos dos dispositivos intra-bucais
foram incluidos convencionalmente com gesso tipo Il na proporcédo 0,28 g de po
para 0,30 mL de agua, que foram espatulados manualmente e vazados em mufla
namero 6. Primeiramente, foi vazado o gesso sobre a mufla e até 6 dispositivos
foram posicionados, simultaneamente; esperou-se a cristalizacdo do gesso e
realizado o isolamento com Cel-lac de toda superficie. Um silicone de condensacao
densa foi posicionado sobre os modelos para facilitar a desoclusdo da mufla apés a
etapa de polimerizacdo. Em seguida, foi posicionada a contramufla e preenchida
com gesso tipo Il até o seu limite, e entdo, a mufla foi fechada e levada para prensa
manual até a cristalizacdo do gesso. Apo0s isso, realizou-se a eliminacéo da cera e
limpeza dos modelos incluidos com agua fervente a 90°C. Foi realizado o isolamento
do gesso novamente com Cel-lac para insercédo da resina acrilica termopolimerizavel
para base de prétese. Para isso, a resina foi proporcionada (2 medidas de po: 1
medida de liquido, com proporcionador do fabricante) e misturada manualmente
segundo as recomendagdes do fabricante. Aguardou-se a resina alcancar sua fase
plastica para ser inserida na regido palatina dos modelos de trabalho. Em seguida,
foi realizada a prensagem da resina acrilica nas muflas a 1,25 toneladas durante 30
minutos para serem polimerizadas de acordo com o ciclo curto recomendado pelo

fabricante (90 minutos a 73°C e 30 minutos a 100°C) em uma
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termopolimerizadora®(FIGURA 1E). Apés a acrilizacdo, foram realizados o
acabamento e polimento dos dispositivos intra-bucais com uma peca-reta
micromotor e as brocas de carboneto de tungsténio maxicut n® 1509 e ponta exa-
cerapol. A superficie interna do dispositivo foi mantida de acordo com a superficie do
modelo, sem polimento desta superficie. Além disso, foi realizado um orificio com
uma broca esférica na regiao da segunda rugosidade do palato, comunicando com a
superficie externa do dispositivo**(FIGURA 1F). Os dispositivos foram
individualmente aliviados na regido dos molares com uma pecga-reta micromotor e
uma broca esférica carbide n° 6 de aproximadamente 0,1mm de espessura. Em
seguida, os dispositivos foram mantidos em agua destilada a temperatura de 37°C
por 48 horas, de acordo com as especificacbes da International Organization for
Standardization (ISO 1567, 1998) para resinas acrilicas para base de protese. Esse
procedimento é recomendado para reducdo da quantidade de monémero residual,
bem como para simular condicdes clinicas®. Entdo, os dispositivos foram imersos
individualmente em 200 mL de agua destilada estéril e esterilizados por micro-ondas
por 3 minutos a 650 Watts®°.

Figura 1 - Etapas de confecg¢éo do dispositivo acrilicro intrabucal

A: Molde de um créanio seco; B: Molde individual da maxila do animal; C: Modelo de trabalho;
D: Enceramento do dispositivo sobre o modelo; E: Dispositivo apoOs acrilizacdo; F:
Dispositivo acrilico intraoral. Seta: Orificio do dispositivo.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.2.5 Cultivo de Candida spp. e grupos experimentais

Para a formacao de biofilme nos dispositivos e inoculagédo de Candida spp.na
cavidade bucal dos animais, foram utilizadas uma cepa laboratorial de C.
albicans(SC5314, Ca), uma cepa padrdao de C. glabrata (ATCC 2001, Cg) e uma
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cepa padrao de C. tropicalis (ATCC 4563, Ct). Cada cepa foi descongelada,
plagueada em SDA por esgotamento e incubada a 37°C por 48 horas.

Apbs esse periodo, com uma alca estéril de inoculagdo de 10 pL, foram
coletadas de 5 a 7 coldnias que foram transportadas para um tubo Falcon de 15 mL
contendo 10 mL de meio de cultura YeastNytrogenBroth (YNB) com 100 mM de
glicose, que foi incubado a 30°C emovernight (16h), resultando em um pré-inéculo.
Para preparar o indculo, 600 uL desse pré-inéculo foi diluido em outro tubo contendo
11,4 mL de YNB (1:10), que foi incubado em estufa a 30°C para o crescimento dos
microrganismos até a fase mid-log da curva de crescimento (Figura 2). Foram
realizadas duas leituras em espectrofotbmetro em um comprimento de onda de 540
nm: uma antes e outra apds a incubacdo, no qual foram obtidos dois valores de
densidade 6tica (DOiniciai € DOrinal). O valor da diferenca entre as leituras (ADO =
DOtinal — DOiniciar) foi utilizado para padronizar a suspensdo do inéculo em um valor
meédiox desvio-padrdao (DP) de ADO de (ADO: Ca: 0,536 + 0,0624; Cg: 0,756 *
0,038; Ct: 0,429 + 0,0565) correspondente a uma concentracdo de 1,38x107+
4,95x10°, 1,69x107+ 2,72x108, 3,55x10%+ 8,85x10%unidades formadoras de col6nias
por mililitro (UFC/mL) para Ca, Cg e Ct, respectivamente.

Para a formacao do inéculo misto, os indculos simples foram ajustados na
mesma concentracdo de acordo com o valor de DO de cada espécie de Candida,
seguindo a curva de crescimento estabelecida previamente. Os in6culos de Ca e Cg
foram ajustados sempre na mesma concentracdo de Ct, uma vez que Ct apresentou
valores de DO e UFC/mL inferiores as outras duas espécies. De acordo com a curva
de crescimento estabelecida previamente, o indculo de Ct, em sua fase de mid-log,
apresentava aproximadamente 1/4 do in6culo de Cg e 2/5 do in6culo de Ca. E o
in6culo de Ca representava 1/2 aproximadamente do in6culo de CG. Apés, a parte
representativa de cada inéculo foi misturada para formar um in6culo misto em um
volume final de 10 mL para ser utilizado para inocular cada animal ou formar biofilme
no dispositivo, sendo que cada espécie apresentava valores proximos de
concentracao.

Para formar biofilme nos dispositivos, 10 mL dos inoculos ajustados e
padronizados foram lavados duas vezes em PBS, centrifugados (6.000 xg por 10
minutos a 4°C) e ressuspensos em meio de cultura Roswell Park Memorial
Institute1640 (RPMI) com glutamina e fenol vermelho, sem bicarbonato e tamponado

em acido morfolinepropanesulfénico (MOPS), pH 7,0, e suplementado com glicose
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2%. Em seguida, 1mL de cada in6culo (simples ou misto, de acordo como grupo
experimental descrito abaixo) foi transferido para pocos de uma placa de 24 pocos,
nos quais os dispositivos estéreis foram incubados por 48 horas a 37°C para
formacao de biofilme. Sendo que, ap6s 24horas, foi adicionado 1 mL do meio RPMI
em cada poco para manter os dispositivos submersos. Os dispositivos do grupo
controle ficaram incubados somente em meio RPMI sem Candida spp. Apés este

periodo, os dispositivos foram lavados duas vezes com PBS.



Figura 2 - Curvas de crescimento de cepas
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A: C. glabrata ATCC2001; B: C. tropicalis ATCC4563; C: C. albicans SC5314. As culturas
planctbnicas foram realizadas em meio YNB suplementado com 100 mM de glicose e
incubada a 37°C. A densidade optica (DO a 540 nm) e a populacédo [logio(UFC/mL)] foram

determinadas ao longo do tempo.

Fonte: Elaboracéao prépria.
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Os animais de cada sexo foram aleatoriamente divididos (Quadro 1) nos
seguintes grupos de estudo (n = 5 para cada sexo em cada grupo, com excecao do
Controle Negativo que apresenta apenas 2 animais de cada sexo): Controle
Negativo (CN): sem dispositivo intrabucal e sem inoculacdo fungica; Controle
Dispositivo (CD): com dispositivo intrabucalestérii e sem inoculacdo fangica;
Grupo C. albicans (Ca): com dispositivo intrabucal com biofilme e inoculacdo de C.
albicans; Grupo C. glabrata (Cg): com dispositivo intrabucal com biofilme e
inoculacao de C. glabrata; Grupo C. tropicalis (Ct): com dispositivo intrabucal com
biofilme e inoculagéo de C. tropicalis; Grupo C. albicans e C. glabrata (CaCg): com
dispositivo intrabucal com biofilme e inoculacdo de C. albicans e C. glabrata; Grupo
C. albicans e C. tropicalis (CaCt): com dispositivo intra-bucal com biofilme e
inoculacao de C. albicans e C. tropicalis; Grupo C. glabrata e C. tropicalis (CgCt):
com dispositivo intra-bucal com biofilme e inoculacdo de C. glabratae C. tropicalis;
Grupo C. albicans,C. glabrata e C. tropicalis (CaCgCt): com dispositivo intrabucal

com biofilme e inoculacdo de C. albicans, C. glabratae C. tropicalis.

Quadro 1 - Divisédo dos animais machos e fémeas em seus respectivos grupos

Grupos Machos (n) Fémeas(n)
CN (Controle Negativo) 2 2
CD (Controle Dispositivo) 5 5
Ca (Candida albicans) 5 5
Cg (Candidaglabrata) 5 5
Ct (Candidatropicalis) 5 5
CaCg (C. albicans + C. glabrata) 5 5
CaCt(C. albicans + C. tropicalis) 5 5
CgCt(C. glabrata + C. tropicalis) 5 5
CaCqgCt (C. albicans + C. glabrata + C. tropicalis) 5 5
TOTAL (N) 42 42
84

Fonte: Elaboragéo prépria.
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4.2.6 Colocacao dos dispositivos intrabucais e Inoculacédo de Candida spp.

Previamente & colocacdo dos dispositivos, as suspensfes fungicas foram
lavadas duas vezes em PBS e centrifugadas (6.000 xg por 10 minutos a 4°C) e o
pellet foi utilizado para aplicacdo no palato dos animais, uma vez que a utilizacdo do
pellet foi mais efetiva que a suspensao fungica para inducéao de candidiase bucal por
meio de dispositivo®. Para a colocacdo dos dispositivos e inoculacédo flangica, os
animais foram anestesiados, como descrito anteriormente e mantidos na maca com
a cavidade bucal aberta. O palato de cada animal foi fotografado com uma camera
digital para andlise macroscépica. As fotografias foram realizadas sempre pelo
mesmo operador e as mesmas configuragdes (ISO: 400, Abertura: F/32, Velocidade
Obturador 1/125 segundos) foram utilizadas.

Para a fixacdo dos dispositivos, resina acrilica autopolimerizavel foi inserida
nas areas de alivio da regido dos molares por meio de um pincel de pélo sintético
que era molhado no monémero e em seguida aplicado no polimero, para entdo ser
colocado na area de alivio. Entdo, o dispositivo foi levado a cavidade bucal dos
animais anestesiados e mantido em pressdao manual até a polimerizacdo da
resina3%%. Apés a instalacéo, foi realizada a primeira inoculacédo através do orificio
do dispositivo com o auxilio de uma seringa de 1 mL. Deste modo, o dispositivo ndo
foi removido da cavidade do palato até a eutanasia dos animais. Apés 3 e 6 dias,
foram realizadas mais duas inocula¢des, conforme ilustrado na Figura 3

Os animais permaneceram com o dispositivo intrabucal em posicdo na
cavidade bucal durante 35 dias*® para inducdo da estomatite protética nos animais.
Os ratos foram monitorados diariamente para verificar qualquer alteragdo na
alimentacdo, no comportamento e na pelagem. Os animais foram pesados conforme

descrito anteriormente.

Figura 3 - Linha do tempo durante todo periodo experimental (dias)

Dias: 0 5 7 10 13 42
o {O— O @, O—

I Moldagem e Coleta da saliva/foto inicial

I Indivualizagdo dos animais e Dieta rica e carboidrato
[ Instalagdo do Dispositivo e primeira inoculagdo
[ segunda e terceira inocoulagdo

I Eutanasia e Coleta da saliva/sangue/foto final

Fonte: Elaboracao prépria.
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4.2.7 Remocao dos dispositivos, coleta de sangue, eutanasia e retirada da
mucosa do palato

Apo6s 4 semanas de uso dos dispositivos apoés a ultima inoculagcéo, os animais
foram anestesiados e os dispositivos foram removidos cuidadosamente. Os
dispositivos foram imersos em tubos contendo 1 mL de solugdo salina 0,9% estéril.
Um swab oral umedecido em PBS foi esfregado na cavidade bucal dos animais por
60 segundos e mantido em um microtubo de centrifugacdo com 1 mL de PBS. Tanto
os dispositivos como os swabs orais foram entdo agitados em vortex por 120
segundos e submetidos a diluicbes seriadas decimais, cujas aliquotas foram
plagueadas em duplicatas em placas de BHI, CHRO e SDA, que foram incubadas a
37°C por 48 h. Apds esse periodo, as colénias de Candidaspp. em meio
CHROMAgarCandida foram presuntivamente identificadas (verde: C. albicans; rosa:
C. glabrata; azul: C. tropicalis) e contadas para determinacdo dos valores de
UFC/mL de cada espécie. As colbnias em BHI (microbiota total) e SDA (fungos)
também foram quantificadas.

O palato de cada animal foi fotografado, conforme descrito previamente, ap6s
a remocao dos dispositivos intrabucais. A partir dessas fotos, foi realizada uma
analise macroscoépica segunda a classificacdo de Newton para avaliar o grau de
inflamacdo da mucosa palatina de cada animal®. Essas lesGes foram caracterizadas
por areas eritematosas da mucosa palatina em diferentes graus de severidade
(petéquias, areas difusas ou hiperplasia papilar, correspondentes aos graus |, Il e lll
de Newton?, respectivamente, observados clinicamente em estomatite protética em
humanos).

Apés a remocao dos dispositivos e fotografia do palato, também foi realizada
a coleta de sangue pela artéria renal, através de uma seringa de plastico descartavel
de 10 mL. Para isso, foi realizado um acesso cirurgico do peritbnio com uma tesoura
desde o processo xiféide até a regido inferior do abdémen. Em seguida, as visceras
do intestino foram manipuladas para se ter o acesso a artéria renal. Entdo, a agulha
foi inserida paralelamente a artéria com o bisel voltado para cima, e o émbolo foi
puxado cuidadosamente para evitar que a parede arterial colabasse e/ou as
hemécias se estourassem pela pressdo interna da seringa. Foi possivel coletar
aproximadamente de 2 a 4 mL de sangue por animal. O sangue coletado foi

transferido para um tubo a vacuo com anticoagulante acido etilenodiamino tetra-
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acético (EDTA) de 10 mL e enviado para a Laboratérios S&o Lucas (Araraquara, SP,
Brasil) para contagem de hemacias, leucdcitos, neutréfilos e linfocitos*2.

Em seguida, foi realizada a remoc¢éo das mucosas do palato com o auxilio de
uma lamina de bisturi e um descoladormolt para romper o periosteo do tecido. Apos
a remocao do tecido, foi realizado um corte do sentido longitudinal do palato,
dividindo-o em duas partes adjacentes. O tecido entdo, foi posicionado sobre um
papel filtro, para evitar a contracdo do tecido durante o processo de fixagao, e
transferido para cassetes histolégicos. Em seguida, essa amostra foi imersa em
paraformoldeido 4% para realizacdo da andlise histologica. A outra metade da

mucosa palatina foi colocada em tubo criogénico e imersa em nitrogénio liquido.

4.2.8 Preparo das laminas histolégicas

Apos fixacdo em paraformaldeido 4% durante 48 horas, as amostras foram
lavadas em &gua corrente durante 4 horas para remocdo do excesso de
paraformaldeido. ApGs essa lavagem, as amostras foram submersas em alcool 70%
durante 24h. As amostras foram entdo levadas em alcool 90% por 1 hora, alcool
absoluto por 2 horas, e colocados em uma nova solucdo de alcool absoluto para
serem incubadas overnight. Entdo, as amostras foram imersas em alcool por 1h,
alcool-xilol (1:1) por 1h e xilol por 3h, sendo que o xilol foi renovado a cada 1 hora.
Para o processo de parafinizacdo, as amostras foram incubadas em parafina em trés
etapas a 58°C, sendo a primeira por 1h, a segunda em overnight e a terceira por
mais 1h. Entdo as amostras foram levadas na inclusora para serem incluidas em
blocos de parafina. Durante esta etapa, as amostras da mucosa do palato foram
incluidas com a face do corte no sentido sagital, no qual foi possivel avaliar toda
extensdo longitudinal da mucosa do palato. Foram realizados 3 cortes da lingua de
5um de espessura de cada bloco em um microtomo (Modelo RM2125,
LeicaGeosystems, Heerbrugg, Suica); os cortes foram levados em laminas

histoldgicas e incubados em estufa a 58°C por 40min.

4.2.9 Avaliacdo histopatoldgica

As laminas foram desparafinizadas em banho de xilol, alcool-xilol, alcool

absoluto e &gua destilada, por um periodo de 10min em cada solugdo. Apos a
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desparafinizacdo, as laminas foram coradas pela técnica de acido periddico de
Schiffe contracoradas em solucdo de hematoxilina de Carazzi. Para isso, as
amostras foram lavadas com &cido periédico 1% por 6 minutos, e novamente
imersas em agua destilada por 5 minutos. Em seguida, as laminas foram colocadas
em reativo de Schiff (PAS) por 60min e, apds isso, imersas em agua sulfurosa trés
vezes por 2min. Entdo, as laminas foram colocadas em agua corrente por 25min, e,
contracoradas em solugdo de hematoxilina de Carazzi por 5min. Novamente, as
laminas foram colocadas em &gua corrente para serem entdo desidratadas e
diafanizadas. Nesta etapa, as laminas foram mantidas por 5 minutos em alcool 95%,
alcool-xilol (1:1) e xilol. Apos a ultima etapa do xilol, as laminas foram montadas com
Permount e laminula. Apdés 24 horas, as laminas estavam prontas para serem
visualizadas em microscépio Optico. Na avaliagdo histopatoldégica da mucosa dos
animais, foram avaliados 0s seguintes aspectos: presenca de invasao fungica no
epitélio, desorganizacdo das camadas epiteliais, infiltrado inflamatério e outras

alteracdes distintas de um tecido saudavel (sem infec¢éo e/ou sem dispositivo).

4.3 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software SPSS (SPSS Inc.
Released 2009. PASW Statistics for Windows, Version 18.0. Chicago: SPSS Inc.).
As variaveis de contagem de colénias (UFC/mL) e massa corporal dos animais (Q)
foram submetidas a uma estatistica descritiva (medidas de resumo de tendéncia
central e variabilidade). A normalidade e a homogeneidade de variancias foram
analisadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Uma analise
inferencial paramétrica foi realizada pela analise de variancias (ANOVA) a dois ou
trés fatores (sexo, grupos de estudo e fonte de recuperacdo como variaveis
independentes) seguida pelo teste posteriori de Tukey. No caso dos dados de
microbiota total do palato, ANOVA mista foi utilizada. A massa corporal dos animais
foi submetida a ANOVA, a um fator de medidas repetidas, seguida pelo teste
posteriori de Bonferroni. Em caso de heterocedasticidade, a ANOVA foi corrigida por
Welch seguida pelo teste posteriori de Games-Howell. O nivel de significancia
adotado foi de 5% (a = 0,05).

Além disso, as fotografias do palato dos animais e as imagens histoldgicas de

PAS foram analisadas descritivamente.
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5 RESULTADO

5.1 Perda de Animais

Durante todo o periodo experimental, houve a perda de 11 animais (10,47%),
sendo 7 machos e 4 fémeas:
. 1 animal morreu durante o procedimento de moldagem, provavelmente pelo
excesso de material extravasado durante a moldagem.
. 8 animais ndo se recuperaram da anestesia (intramuscular)
. 2 animais adoeceram na gaiola apds 3 semanas da instalacédo do dispositivo
e foram sacrificados

. Foram acrescentados animais para substituir os perdidos.

5.2 Microbiota Inicial

Inicialmente, foi realizada uma coleta de amostra microbioldgica bucal a partir
de um swab estéril antes de iniciar os experimentos. Esse swab foi plaqgueado em
meio de cultura CHROe SDA para avaliar se 0s animais apresentavam Candida spp.
na cavidade bucal. 19 animais apresentaram crescimento de 1 a 5 col6nias
recuperadas da cavidade oral na fase inicial em meio CHRO e/ou SDA. As amostras
também foram plaqueados em meio de cultura BHI para avaliar a quantidade total de
microrganismos presentes na cavidade bucal (Figura 4). Foi observado um valor
médio de 6,237+0,462 logio(UFC/mL) para os machos e de 6,205+0,501

log10(UFC/mL) para as fémeas.
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Figura 4 - Valores médios de logio(UFC/mL) da microbiota inicial total de todos os
animais machos e fémeas
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Barras de erro: desvio-padréo (n=42).
Fonte: Elaboracao prépria.

5.3 Controle de Peso dos Animais

ApoOs a instalacdo dos dispositivos intrabucais nos animais, foi observado que
0s animais apresentaram uma perda de massa corporal (g) significativa (p <0,001 ;
APENDICE A) nos primeiros dias de uso (dias 10° e 14°, comparado com o dia 7° da
colocacao do dispositivo), o que pode ser considerada uma fase de adaptacdo. No
entanto, a massa corporal dos animais com essa perda foi semelhante (p > 0,005)
ao dia da moldagem, antes do uso do dispositivo. Apds esse periodo, 0s animais
apresentaram um aumento gradual e significativo (p > 0,008 e p> 0,018, para
machos e fémeas, respectivamente) de sua massa corporal durante todo o periodo
de avaliacdo (Figura 5). Isso sugere que 0S animais conseguiram se alimentar
durante o uso do dispositivo intrabucal. Também foi observada presenca de farelo
da racao solida abaixo das gaiolas individuais durante o periodo de quatro semanas
de uso do dispositivo, o que indica que 0s animais conseguiram roer e se alimentar
da racéo solida com a utilizagdo do dispositivo. Essa atividade € importante para o

desgaste dentario do roedor devido a constante erupgdo dos incisivos®?.
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Figura 5 - Avaliacdo da massa corporal dos animais machos e fémeas
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No dia da moldagem (dia 0), instalagdo e primeira inoculagdo (dia 7), 2°
inoculagdo (dia 10), 3° inoculagdo (dia 13), 1° 2° e 3° semanas apés as
inoculagdes (dia 21, 28 e 35 respectivamente) e no dia da eutanasia (42). Letras
mailsculas indicam diferenca entre os periodos.

Fonte: Elaboragéo prépria.

5.4 In6culos e Padronizacdo dos Inéculos Mistos

O valor médio do inéculo simples de Cg foi maior em relacdo aos inoculos de
Ca e Ct (Figura 6). Os inoculos mistos foram ajustados e padronizados de acordo
com a espécie Ct ou Ca, uma vez que essas espécies apresentaram menores
valores de UFC/mL.
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Figura 6 - Valores médios de logio(UFC/mL) de Candida spp. obtidos para formacao do
biofilme no dispositivo e para as 3 inocula¢des no palato com espécies simples e mistas
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Fonte: Elaboragéo prépria.
5.5 Quantificacdo de Candida spp. nos Dispositivos In Vitro

Foram observados valores médios entre 1,02x107 + 9,57x108 UFC/mL (Ct) e
2,5x107 + 6,01x10% UFC/mL (Ca) (FALAR DE CG TBM), apds a recuperagdo dos
microrganismos do biofilme formado nos dispositivos adicionais (Figura 7). As
espécies identificadas presuntivamente nas placas de CHRO indicaram que a
recuperacdo das espécies mistas correspondeu as espécies inoculadas e
apresentou valores préoximos (Figura 8). Os valores para as espécies simples,
corroboram com o valor dos inoculos utilizados para formacédo do biofilme e etapa de

inoculacao, sendo que Ca e Cg apresentaram valores médios mais elevados.



Figura 7 - Valores médios de UFC/mL de Candida spp. em SDA obtidos apos a
recuperacao dos biofilmes dos dispositivos in vitro
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Fonte: Elaborag&o propria.

Figura 8 - Valores médios de UFC/mL das espécies de Candida spp. observadas em
CHROMAgarCandida dos biofilmes recuperados dos dispositivos in vitro
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Fonte: Elaboracao propria.
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5.6 Recuperacao dos Microrganismos

ApGs a utilizagdo dos dispositivos, as amostras do palato dos animais e dos
dispositivos foram plagueados em meio BHI (Figura 9), SDA (Figura 10) e em CHRO
(Figura 11 e 12).

Para a microbiota total do palato (BHI), a ANOVA mista (APENDICE B)
demonstrou auséncia de interacdo (p = 0,473) entre os periodos de coleta, sexo dos
animais e grupos de estudo e também entre periodo e sexo (p = 0,467). A interacdo
entre periodo e grupo foi significativa (p = 0,001) e o periodo de recuperacao
apresentou efeito significativo (p < 0,001) nos valores recuperados. Foi observado
um aumento significativo (p < 0,001) da microbiota total presente na cavidade bucal
dos animais ap6s o uso do dispositivo comparado com a microbiota inicial (Figura 9
A e B). As diferencas entre a quantidade da microbiota encontrada ap6s e antes do
uso do dispositivo em cada grupo para ambos o0s sexos dos animais estdo
apresentados na Tabela 1. Verificou-se que o0 grupo que apresentou maior aumento
da microbiota total foi o inoculado com as trés espécies fungicas (1,43 logio),
enguanto que o grupo que apresentou menor aumento da microbiota foi o Cg (0,33
logi0). Ainda, foi observada auséncia de interagé@o entre os fatores sexo e grupo (p =
0,523) e somente o fator grupo foi significativo (p < 0,001). O grupo Cg apresentou
diferenca significativa (p < 0,03) com os demais grupos, exceto com Ca (p = 0,366) e
CaCgCt (p = 0,458). Os demais grupos ndo apresentaram diferenca significativa
entre si (p =2 0,239).
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Figura 9 - Valores médios de Logio(UFC/mL) de microbiota total (BHI)
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Tabela 1 - Valores médios de logio(UFC/mL) da microbiota total recuperada do palato dos
animais de ambos 0s sexos em todos 0s grupos avaliados apés o periodo de
uso do dispositivo

Grupos Ca Cg Ct CaCg CacCt CtCg CaCgCt CD
Inicial 6,25 6,82 5,91 5,80 6,00 6,07 6,00 5,98
Final 7,14 7,15 6,92 7,02 7,09 6,72 7,43 6,95

Diferenca 0,89 0,33 1,01 1,23 1,09 0,64 1,43 0,97

Fonte: Elaboracao prépria.

Para a quantificacéo de fungos em meio SDA (APENDICE C) da cavidade do
palato e do dispositivo, a ANOVA a dois fatores ndo demonstrou interagédo (p =
0,537) entre sexo dos animais e interagdo entre sexo e espécies (p = 0,104) (figura
10). Nao foi observada diferenca significativa (p > 0,05) na recuperacao final dos
dispositivos e da cavidade do palato entre machos e fémeas.

Na recuperacdo final da cavidade do palato, os grupos Ca, Cg, CaCg e
CaCgCt apresentaram valores maiores em relacao ao grupo CD (p < 0,001), sendo a
espécie tripla (CaCgCt) os maiores valores médios obtidos 4,18 + 0,016
logi0(UFC/mL). Em relagéo a recuperacgéo final dos dispositivos, o grupo CD (p <
0,001) apresentou valor menor em relagéo aos demais grupos, o maior valor de UFC
também foi para o grupo CaCgCt com 4,3 + 0,166 logio(UFC/mL).

Os animais do grupo CD apresentaram crescimento de col6nias para SDA
(figura 10) apGs a coleta final, tanto para cavidade oral quanto para os dispositivos,
mesmo sem serem inoculados.Na recuperacéo da cavidade do palato, o grupo CD
apresentou menor valor (p < 0,001) em relacdo aos grupos de espécies simples e
mista.

Os valores médios dos animais machos e fémeas recuperados da cavidade

do palato e do dispositivo em meio CHRO pode ser observado nas figuras 11 e 12.
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Figura 10 - Valores médios de Logio(UFC/mL) de fungos (SDA) recuperados na mucosa do
palato dos animais ap6s 4 semanas de uso dos dispositivos
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Fonte: Elaboracéo prépria.
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Figura 11: Valores médios de UFC/mL de espécies de Candida spp. identificadas
presuntivamente em CHROMAgarCandida recuperados na cavidade oral dos animais

machos e fémeas
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Figura 12: Valores médios de UFC/mL de espécies presuntivas de Candida spp. em

CHROMAgarCandida recuperados nos dispositivos dos animais machos e fémeas
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Os valores de fungos recuperados da cavidade bucal variaram entre 36,67%
a 57,1% e para os dispositivos variaram entre 48,27% a 61,1% em relacdo aos
valores de inOculos para os animais machos. Para os animais fémeas, os valores
recuperados variaram entre 42,75% a 61,5% na cavidade oral e 46,29% a 60,5%
nos dispositivos (Tabela 2). O grupo que apresentou maior recuperacao foi CaCgCt

e 0 que apresentou menor recuperacéo foi CgCt.

Tabela 2: Valores de inOculos e porcentagem (%) de recuperacdo fungica em relagdo ao
valor inoculado na mucosa palatino e no dispositivo dos animais machos e fémeas para

todos os grupos avaliados

MACHOS FEMEAS
GRUPOS Indeulo I\égl(::tza Dispositivos Mucosa Palato  Dispositivos
(log1o(UFC/mL)) Recuperado Recuperado Recuperado Recuperado
(%) (%) (%) (%)
Ca 7,106 £0,153 46,63 58,8 46,63 60,4
Cg 7,218 £0,046 57,45 59,68 42,75 46,29
Ct 6,526 £0,08 36,67 48,27 48,66 61,09
CaCyg 7,084 £0,19 47,64 50,68 48,05 53,45
CaCt 6,81 £0,125 39,87 49,16 49,42 58,27
CgCt 6,97 0,138 36,14 48,47 45,41 52,73
CaCgCt 7,06 0,142 57,1 61,6 61,5 60,5

Fonte: Elaboracao prépria

5.7 Andlise do Hemograma

Durante a analise de sangue, foram observadas as seguintes alteracbes nos
leucocitos, neutrofilos e linfocitos dos grupos experimentais em relagdo ao grupo CN
(tabela 2, figura 13): os animais do grupo CT apresentaram valores mais elevados
de leucdcitos em relagdo aos animais do grupo CN (11,655+1,215 para os machos;
8,996+1,335 para as fémeas). Para os animais fémeas, os valores médios de
neutrofilos foram maiores para todos 0s grupos experimentais em relacdo ao grupo
CN, enquanto que, para os animais machos, somente os animais do grupo Ct e
CaCt foram mais elevados que o grupo CN. Porém ndo foi observado diferenca
significativa (APENDICE D) entre os grupos (p = 0,048) e sim uma diferenca

significativa entre os sexos (p < 0,001).



Figura 13: Hemograma dos animais machos e fémeas de cada grupo.
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5.8 Andlise Macroscopica

Foi observada uma alteragdo morfologica nas distribuicbes das papilas e um
sangramento abundante na regido de sulco gengival na maioria dos animais apos a
remocao do dispositivo. Nao foram observados sinais de inflamacdo na mucosa do
palato. Porém, pontos hiperémicos foram observados na rugosidade palatina de

alguns animais, sendo mais intensos ou menos intensos (Figura 14, 15).



Figura 14: Analise macroscopica inicial (dia 0) e final (dia 42°) dos animais machos e

fémeas dos grupos Controle, Ca (Candida albicans), Cg (Candida glabrata)

e Ct (Candida tropicalis)
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Figura 15: Andlise macroscopica inicial (dia 0) e final (dia 42°) dos animais machos e
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fémeas dos grupos CaCg (Candida albicans + Candida glabrata), CgCt (Candida glabrata),
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5.9 Anédlise Histopatoldgico

Na analise histopatologica (Figuras 16 e 17), os achados foram semelhantes
para todos os animais dos grupos que utilizaram dispositivo (com ou sem inoculo
fangico). Entretanto, foi observado que a camada queratinizada estava
aparentemente reduzida em todos 0s grupos que utilizaram o dispositivo intraoral em
relacdo aos animais do grupo Controle Negativo (CN, animais sem dispositivo), em
todo sentido longitudinal do palato. Algumas areas do epitélio apresentaram a
camada cornea muito delgada (Cg, Ct, Figura 16; Ca, Ct, CD figura 17).

N&o foi observada a presenca de células inflamatérias na lamina prépria da
mucosa palatina, por toda a extensdo dos cortes das amostras de todos 0s grupos.
Além disso, a presenca de hifas ou leveduras fungicas nado foi observada em

nenhuma amostra analisada dos grupos inoculados com Candida spp.
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Figura 16: Andlise Histolégica do epitélio do palato dos animais (machos) apos o uso do
dispositivo intrabucal. Legenda: Ca: C.albicans, Cg:C.glabrata, Ct: C. tropicalis, CaCg:
C.albicans + C.glabrata, CgCt: C.glabrata + C. tropicalis, CaCt: C. albicans +
C.tropicalis,CaCgCt: C. albicans + C. Glabrata + C. tropicalis. CD: Controle Dispositivo e CN:

Controle negativo (animal sem dispositivo)

Magnificagcdo: 20x; Barra: 100 uM

Fonte: Elaboracédo prépria



63

Figura 17: Andlise Histolégica do epitélio do palato dos animais (Fémeas) ap6és o uso do
dispositivo intrabucal. Legenda: Ca: C.albicans, Cg:C.glabrata, Ct: C. tropicalis, CaCg:
C.albicans + C.glabrata, CgCt: C.glabrata + C. tropicalis, CaCt: C. albicans +
C.tropicalis,CaCgCt: C. albicans + C. Glabrata + C. tropicalis. CD: Controle Dispositivo e CN:

Controle negativo (animal sem dispositivo)

Magnificagdo: 20x; Barra: 100 pM

Fonte: Elaboracgé&o prépria



64

6 DISCUSSAO

Os trabalhos descritos na literatura ndo demonstram um protocolo
padronizado para inducdo de estomatite protética em ratos através de um dispositivo
intraoral. Muitos estudos variam de acordo com a espécie, idade dos animais e,
principalmente, o protocolo para inducdo da lesdo®. HA divergéncias no tempo de
uso do dispositivo nos animais, uso de antibidtico e imunossupressor, além de
diferencas entre cepas fungicas, concentracdo de indculo, tipo de dispositivo, dentre
outros fatores, o que dificulta uma metodologia que seja efetiva para inducdo da
infecgdo. Por isso, realizamos um estudo com ratos Wistar machos e fémeas com 90
dias de vida para avaliar a estomatite protética. Foi estabelecido que os animais
utilizassem o dispositivo intrabucal inoculados com até trés espécies de Candida
spp. por aproximadamente 4 semanas em uma concentracdo entre 1,8x10° a
2,6x107 UFC/mL, e cada animal foi inoculado trés vezes*:.

A maioria dos estudos que induzem candidiase oral a partir de um dispositivo
acrilico intrabucal utilizam animais machos3:334%47 apesar da estomatite protética
ser, nos humanos, mais prevalente em mulheres?3. Neste estudo, foi verificado que
os achados para ambos os sexos foram similares.Porém, ndo existem estudos na
literatura que tenham comparado candidiase bucal em machos e fémeas em
modelos animais.

Os resultados obtidos nesta investigacdo demonstraram que, com a
metodologia utilizada, ndo foi possivel induzir a estomatite protética. A auséncia de
inflamacé&o do palato e de alteracfes histologicas no tecido epitelial confirmam essa
conclusdo. Esse resultado difere dos encontrados em estudos prévios, que
demonstram alteragdes inflamatérias no palato de ratos apds uso do dispositivo
acrilico e inoculacédo de C. albicans®342. A diferenca entre esses achados pode ser
explicada pelas variagdes nas metodologias utilizadas. Para indugdo de candidiase
bucal, muitos estudos realizam a imunossupressdo dos animais33424551.53 ejou
antibioticoterapia com tetraciclina®->2 para que C. albicans possa superar a defesa
do sistema imune do hospedeiro e a microbiota local para, assim, colonizar e
promover infeccao do tecido bucal. Entretanto, neste estudo, a imunossupressao e a
antibioticoterapia nos animais nao foram realizadas, pois essas condicdes nao
refletem o estado da maioria dos pacientes usuarios de préteses e portadores de
estomatite protética. Sabe-se que, nesses pacientes, somente a alteracdo local
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promovida pela colocacdo da protese dentaria jA& € um fator etiolégico para o
desenvolvimento da candidiase bucal®. Além disso, a imunossupressdo e a
antibioticoterapia nos animais ndo foram empregadas para que ndo houvesse
alteracdo da microbiota bucal promovida por esses fatores, uma vez que as
amostras coletadas foram submetidas ao sequenciamento genético para analisar a
alteracdo do microbioma (disbiose) promovida somente pelo uso do dispositivo e
pela inoculagéo de Candida spp. (dados ainda n&o adquiridos).

Durante o periodo experimental, os animais conseguiram se adaptar com o
dispositivo. Apesar da perda de massa corporal ocorrida na primeira semana de uso,
0S animais aumentaram suas massas corporeas ao longo do periodo experimental.
Os valores recuperados da microbiota total cultivhvel da cavidade bucal
apresentaram aproximadamente um aumento de 0,78 logio(UFC/mL) para os
animais machos e 0,9 logiwo(UFC/mL) para as fémeas, ao final do periodo
experimental em relacdo a coleta inicial. Para os animais machos inoculados com
biofilme simples, foi observado que somente 46,63%, 57,45% e 46,67% foram
recuperados da cavidade bucal para Ca, Cg e Ct, respectivamente, em relacdo a
concentracdo do inoculo. Para as fémeas, esses valores foram 46,63%, 42,75% e
48,66%, respectivamente. Para o0s animais inoculados com espécies mistas de
Candida, os valores foram semelhantes ao biofilme simples. Ja para os animais
inoculados com trés espécies de Candida, os valores foram maiores,
correspondendo a 57,1% para os machos e 61,5% para as fémeas.

A diferenca dos valores recuperados da cavidade bucal em relacédo ao inéculo
variou entre 4,9x10° UFC/mL na cavidade oral e 1,5x10°UFC/mL nos dispositivos.
Em outro estudos*® autores recuperaram aproximadamentelx10* UFC/mL da
cavidade bucal e 1x10% a 1x10° UFC/mL dos dispositivos de ratos machos que
utilizaram o artefato acrilico por 4 semanas. Nesse estudo, 0os animais foram
inoculados com a 1x10° UFC/mL deCandida albicans e/ou Candida glabrata. A
guantidade fungica recuperada foi similar a observada no presente estudo, uma vez
que o valor recuperado dos animais foi menor do que os valores inoculados.
Entretanto, esse estudo ndo reporta a inflamagdo macroscopica do palato dos
animais. Os autores relataram somente efetiva colonizagdo de ambas espécies na
cavidade bucal e no dispositivo dos animais, dano a mucosa palatina mensurado por

liberacdo de lactato desidrogenase e infiltrado inflamatério histolégico no tecido
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observado somente nos animais inoculados com C. albicans ou ambas espécies,
mas nao nos animais inoculados somente com C. glabrata*s.

Apesar de a espécie C. albicans ser a mais virulenta e o principal fator
etiolégico para candidiase entre todas as espécies®, os resultados obtidos com as
trés espécies de Candida avaliadas nos animais foram similares, tanto para biofilmes
simples ou mistos, como para a coleta final (recuperacdo de microrganismos),
analise macroscépica e histolégica*®>. Como mencionado anteriormente, Yano et
al.**também ndo observaram efeitos potencializadores na viruléncia de C. albicans
guando associada com C. glabrata em animais que utilizaram o dispositivo intrabucal
por 28 dias.

Poucos estudos na literatura®tutilizaram C.tropicalis para inducdo da
estomatite protética. Apesar de ser uma espécie muito encontrada em infec¢des
clinicas, pouco se sabe sobre a interacdo dela entre outras espécies*:¢3. Shakir et
al.**observaram que tanto C. tropicalis e C. glabrata ndo promoveram alteraces
histolégicas nem invaséo epitelial no tecido palatino de ratos Wistar apos a utilizacao
de um dispositivo acrilico intrabucal durante 2 semanas de uso.

Durante a andlise histopatolégica do presente estudo, ndo foi observada a
presenca ou invasao de Candida spp. na camada epitelial da mucosa do palato. Um
outro fato importante € a constante descamacdo das células epiteliais; esse
processo pode auxiliar a eliminacdo do fungo aderido na superficie do epitélio,
impedindo uma penetragdo ou invasdo fangica*>#. Outros estudos também néo
observaram a presenca fungica no epitélio da mucosa do palato3'48, Outro fator que
possa justificar a ndo invasdo do fungo é que os animais avaliados nesta pesquisa
nao foram submetidos a antibioticoterapia e nem foram imunossuprimidos. Esses
dois procedimentos séo considerados fundamentais para inducdo de candidose oral
em camundongos®?.

No modelo in vivo utilizado por Sultan et al.*?, ap6s 96 horas da instalacdo do
dispositivo e inoculagédo fingica de Candida albicans (1x10° células/mL), os autores
observaram edema, eritema e inflamacdo na mucosa do palato, além de placas
brancas e densas. Na analise histologica, foi observada a presenca de fungos na
mucosa do palato e da lingua, nas superficies mais externas do epitélio, além de
microabcessos e neutrofilos em toda extensdo infectada. A recuperacdo no
dispositivo variou entre 3,5 a 5 logio UFC/mL e no palato ente 2 a 4

logiocélulas/grama. Em nosso estudo, a recuperacgédo foi similar as anélises de UFC,
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porém nao foi observada nenhuma alteracdo histolégica ou macroscopica
semelhante a este estudo. Esses autores utilizaram antibioticoterapia (ampicilina
0,5¢/L) e imunossupressores (cortisona 200mg/kg) nos animais, o que difere do
nosso modelo.

Nette et al.3® observaram invaséo fungica no epitélio da mucosa palatina em
ratos imunossuprimidos com uma dose Unica de cortisona a uma concentracédo de
200 mg/kg e um inéculo de 1x10® UFC/mL de C. albicans em ratos Sprangue-
Dawley machos, além de células inflamatorias na camada basal do epitélio. O fato
de comprometer a defesa imune do hospedeiro facilita com que os fungos consigam
penetrar no epitélio®*°%* Porém, em animais saudaveis, isso ndo foi observado.
Além de imunossupressores, muitos estudos também associam antibioticos na dgua
de beber antes da inoculacdo fungica, para reduzir as espécies bacterianas da
microbiota bucal, o que permite o desenvolvimento das leveduras*>°365 Desta
forma, a associacdo de imunossupressores com antibioticoterapia facilitam a
inducdo da estomatite protética*>°16%, porém essa condigcdo néo reflete com preciséo
uma caracteristica clinica.

Na analise macroscépica do palato dos animais, nao foi observada inflamacéao
da mucosa com as caracteristicas reportadas por Newton*, utlizada para
diagnosticar estomatite protética em pacientes usuarios de prétese. Entretanto,
pontos hiperémicos foram observados em alguns animais na superficie da
rugosidade palatina, provavelmente pela pressdo do dispositivo exercido sobre a
mucosa do palato. Também, sangramento da regido de sulco gengival ocorreu
durante a remocéao do dispositivo. Isso se deve provavelmente pela cimentacdo do
dispositivo nos dentes dos animais com resina acrilica, que penetra em toda regido
de sulco e provoca inflamacéo gengival.

Na analise de sangue coletado, os animais apresentaram niveis de leucdcitos,
neutrdfilos, linfécitos e hemacias similares para todos os grupos. Toboutie et al.*8
observaram que os animais que utilizaram dispositivo inoculados comC. albicans
apresentaram um aumento do percentual de neutréfilos e uma diminui¢do percentual
de linfécitos apdés 4 dias de uso do dispositivo quando comparado com animais
saudaveis®®. Os neutréfilos, mondcitos e macréfagos sdo as células do sistema
imune inato recrutadas nos locais de infeccdo por C. albicans, capazes de expressar

receptores de reconhecimento fungico®.
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7 CONCLUSAO

Com a metodologia utilizada, a estomatite protética ndo foi induzida nos ratos
machos e nem nas ratas fémeas. Porém, a colocacdo do dispositivo aumentou a
microbiota total da cavidade bucal dos animais. A microbiota fungica da cavidade do
palato foi maior para os grupos Ca, Cg, CaCg, CaCgCt em relacdo ao grupo CD,
sendo que a espécie tripla apresentou o maior valor de UFC, apesar de a analise

histologica néo ter mostrado presenca de fungos no epitélio.
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APENDICE A — CONTROLE DE PESO DOS ANIMAIS

Fémeas:
TestsofNormality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.

t0 ,139 19 ,200" ,944 19 ,308

t7 ,087 19 ,200" ,967 19 ,716

t14 ,106 19 ,200° ,954 19 464

t10 ,168 19 ,164 ,922 19 ,125

t28 ,154 19 ,200" ,970 19 A74

t21 ,158 19 ,200° ,946 19 ,344

t35 ,108 19 ,200° 977 19 ,897

t42 ,143 19 ,200" ,944 19 ,306

*. This is a lower bound of the true significance.

a. LillieforsSignificanceCorrection

Mauchly's Test ofSphericity?
Measure: MEASURE 1
Epsilon®

WithinSubjectsEff | Mauchly's Approx. Greenhouse | Huynh- Lower-
ect W Chi-Square df Sig. -Geisser Feldt bound
tempo ,000 150,090 27 ,000 ,289 ,325 ,143

Tests the null hypothesis that the error covariance matrix of the orthonormalized transformed dependent

variables is proportional to an identity matrix.

a. Design: Intercept

Within Subjects Design: tempo

b. May be used to adjust the degrees of freedom for the averaged tests of significance. Corrected tests

are displayed in the Tests of Within-Subjects Effects table.

Measure: MEASURE 1

Tests of Within-Subjects Effects

Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
tempo SphericityAssumed 25825,868 7 3689,410 14,173 ,000
Greenhouse-Geisser 25825,868 2,020 12785,668 14,173 ,000
Huynh-Feldt 25825,868 2,276 11344,686 14,173 ,000
Lower-bound 25825,868 1,000 25825,868 14,173 ,001
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Machos:
TestsofNormality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
t0 ,104 17 ,200° ,928 17 ,198
t7 111 17 ,200" ,948 17 ,432
t10 ,108 17 ,200° ,950 17 ,457
t14 ,137 17 ,200° ,965 17 ,735
t21 ,179 17 ,149 ,930 17 ,215
t28 ,109 17 ,200" ,967 17 771
t35 ,105 17 ,200" ,978 17 ,935
t42 ,160 17 ,200" ,939 17 ,308
*. This is a lower bound of the true significance.
a. LillieforsSignificanceCorrection
Mauchly's Test ofSphericity?
Measure: MEASURE_1
Epsilon®
WithinSubjectsEff | Mauchly's Approx. Greenhouse | Huynh- Lower-
ect W Chi-Square df Sig. -Geisser Feldt bound
tempo ,000 121,204 27| ,000 324 381 ,143

Tests the null hypothesis that the error covariance matrix of the orthonormalized transformed dependent

variables is proportional to an identity matrix.

a. Design: Intercept

Within Subjects Design: tempo

b. May be used to adjust the degrees of freedom for the averaged tests of significance. Corrected tests

are displayed in the Tests of Within-Subjects Effects table.

Tests of Within-Subjects Effects
Measure: MEASURE_1

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
tempo SphericityAssumed 142555,699 7 20365,100 30,184 ,000
Greenhouse-Geisser 142555,699 2,271 62768,259 30,184 ,000
Huynh-Feldt 142555,699 2,667| 53459,632| 30,184 ,000
Lower-bound 142555,699 1,000 142555,699 30,184 ,000
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APENDICE B — RECUPERACAO FINAL SDA

TestsofNormality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
grupo Statistic df Sig. Statistic df Sig.
UFC_f_dispo  CD ,252 10 ,072 ,850 10 ,058
CA ,194 10 ,200" ,901 10 ,227
CG ,148 10 ,200" ,925 10 ,402
CT ,143 10 ,200° 977 10 ,948
Cacg ,225 10 ,163 ,899 10 ,216
Cact ,195 10 ,200° ,916 10 ,325
CgCt ,279 10 ,026 ,811 10 ,020
Cacgct ,217 10 ,200" ,880 10 ,132
Ufc_f palato CD 221 10 ,181 ,880 10 ,131
CA ,155 10 ,200" ,958 10 ,766
CG ,167 10 ,200" ,922 10 ,373
CT ,161 10 ,200" 974 10 ,925
Cacg ,113 10 ,200° ,983 10 ,979
Cact ,229 10 ,148 ,886 10 ,155
CgCt ,292 10 ,015 ,875 10 114
Cacgct ,316 10 ,005 ,831 10 ,035

*. This is a lower bound of the true significance.

a. LillieforsSignificanceCorrection

Dependent Variable:

dfl

df2

Sig.

746

15

64

, 729

Tests the null hypothesis that the error variance of the

dependent variable is equal across groups.

a. Design: Intercept + grupos + sexo + grupos * sexo

Ufc_f_palato

Levene's Test of Equality of Error Variancesa




Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Ufc f palato

78

Type Il Sum of

Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 41,6162 15 2,774 5,697 ,000
Intercept 803,408 1 803,408 1649,869 ,000
grupos 34,518 7 4,931 10,127 ,000
sexo , 190 1 ,190 390 ,535
grupos * sexo 6,908 7 ,987 2,027 ,065
Error 31,165 64 ,487

Total 876,189 80

Corrected Total 72,781 79

a. R Squared =,572 (Adjusted R Squared = ,471)

Levene's Test of Equality of Error Variances?
Dependent Variable: UFC _f dispo
F dfl df2 Sig.
1,424 15 64 ,164

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable

is equal across groups.

a. Design: Intercept + grupos + sexo + grupos * sexo

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: UFC f dispo
Type Il Sum of

Source Squares df Mean Square F Sig.

Corrected Model 48,0702 15 3,205 7,401 ,000
Intercept 1023,094 1 1023,094| 2362,898 ,000

grupos 42,456 7 6,065 14,008 ,000

sexo , 175 1 , 175 ,404 ,527

grupos * sexo 5,439 7 77 1,795 , 104

Error 27,711 64 ,433

Total 1098,875 80

Corrected Total 75,781 79

a. R Squared =,634 (Adjusted R Squared = ,549)



APENDICE C — RECUPERACAO INICIAL E FINAL - BHI

TestsofNormality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
grupo Statistic df Sig. Statistic df Sig.
UFCi ca ,198 10 ,200" ,857 10 ,070
cg ,209 10 ,200" ,898 10 ,209
ct ,181 10 ,200" ,934 10 ,484
cacg ,256 10 ,062 ,756 10 ,004
cact ,158 10 ,200" ,937 10 ,525
ctcg ,223 10 172 ,831 10 ,035
cacgct ,119 10 ,200" 978 10 ,954
c ,154 10 ,200" ,924 10 ,395
UFCf ca ,196 10 ,200" ,932 10 ,467
cg ,166 10 ,200" ,963 10 ,819
ct ,280 10 ,025 ,878 10 ,123
cacg ,159 10 ,200" ,969 10 ,882
cact ,313 10 ,006 770 10 ,006
ctcg ,278 10 ,028 ,897 10 ,201
cacgct ,139 10 ,200" ,946 10 ,624
C ,155 10 ,200" ,916 10 ,325
UFCf.d ca ,209 10 ,200" ,922 10 374
cg ,159 10 ,200" ,957 10 , 756
ct ,145 10 ,200" ,962 10 ,811
cacg ,246 10 ,087 ,923 10 ,384
cact ,323 10 ,004 ,749 10 ,004
ctcg ,244 10 ,095 ,803 10 ,016
cacgct ,203 10 ,200" ,906 10 ,253
C ,267 10 ,041 771 10 ,007

*. This is a lower bound of the true significance.

a. LillieforsSignificanceCorrection

Levene's Test of Equality of Error Variances?

F dfl df2 Sig.
UFCi 5,274 15 64 ,000
UFCf 3,396 15 64 ,000
UFCf d 5,075 15 64 ,000

Tests the null hypothesis that the error variance of the

dependent variable is equal across groups.

a. Design: Intercept + sexo + grupo + sexo * grupo
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Tests of Between-Subjects Effects

DependentVariab | Type Il Sum of
Source le Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model UFCi 8,117 15 ,541 4,116 | ,000
UFCf 4,055 15 ,270 1,540] ,118
UFCf d 3,426° 15 ,228 2,358 | ,009
Intercept UFCi 2981,293 1 2981,293 [ 22677,369 | ,000
UFCf 3980,503 1 3980,503 [ 22676,925 | ,000
UFCf d 4340,349 1 4340,349 [ 44808,763 [ ,000
sexo UFCi ,051 1 ,051 ,389| ,535
UFCf ,023 1 ,023 133 ,717
UFCf d ,086 1 ,086 ,893| ,348
grupo UFCi 7,067 7 1,010 7,679 ,000
UFCf 3,064 7 ,438 2,494 ,025
UFCf d 2,283 7 ,326 3,367 [ ,004
Sexo * grupo UFCi ,999 7 ,143 1,086 | ,383
UFCf ,967 7 ,138 , 787 | ,601
UFCf d 1,057 7 , 151 1,558 | ,164
Error UFCi 8,414 64 ,131
UFCf 11,234 64 , 176
UFCf d 6,199 64 ,097
Total UFCi 2997,824 80
UFCf 3995,792 80
UFCf d 4349,974 80
Corrected Total ~ UFCi 16,531 79
UFCf 15,289 79
UFCf d 9,625 79

a. R Squared =,491 (Adjusted R Squared = ,372)
b. R Squared =,265 (Adjusted R Squared =,093)
c. R Squared =,356 (Adjusted R Squared = ,205)
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APENDICE D - HEMOGRAMA

TestsofNormality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
grupo Statistic df Sig. Statistic df Sig.
UFC_f_dispo CD ,252 10 ,072 ,850 10 ,058
CA , 194 10 ,200 ,901 10 ,227
CG ,148 10 ,200 ,925 10 ,402
CT ,143 10 ,200" 977 10 ,948
Cacg ,225 10 ,163 ,899 10 216
Cact ,195 10 ,200" ,916 10 325
CgCt 279 10 ,026 811 10 ,020
Cacgct 217 10 ,200" ,880 10 ,132
Ufc_f_palato CD ,221 10 ,181 ,880 10 ,131
CA ,155 10 ,200" ,958 10 ,766
CG ,167 10 ,200" ,922 10 ,373
CT ,161 10 ,200° ,974 10 ,925
Cacg ,113 10 ,200" ,983 10 ,979
Cact ,229 10 ,148 ,886 10 ,155
CgCt ,292 10 ,015 ,875 10 , 114
Cacgct ,316 10 ,005 ,831 10 ,035

*. This is a lower bound of the true significance.

a. LillieforsSignificanceCorrection

Levene's Test of Equality of Error Variances?

DependentVariable: WBC

F

dfl

df2

Sig.

3,106

15

58

,001

Tests the null hypothesis that the error variance of

the dependent variable is equal across groups.

a. Design: Intercept + grupo + sexo + grupo * sexo
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Tests of Between-Subjects Effects

DependentVariable: WBC
Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 273,1152 15 18,208 1,558 , 115
Intercept 6778,508 1 6778,508 580,168 ,000
grupo 92,035 7 13,148 1,125 ,360
sexo 152,678 1 152,678 13,068 ,001
grupo * sexo 34,327 7 4,904 420 ,886
Error 677,655 58 11,684
Total 7811,182 74
Corrected Total 950,770 73
a. R Squared =,287 (Adjusted R Squared =,103)
Levene's Test of Equality of Error Variances?
DependentVariable: NEUT
F dfl df2 Sig.
4,797 15 54 ,000
Tests the null hypothesis that the error variance of
the dependent variable is equal across groups.
a. Design: Intercept + grupo + sexo + grupo * sexo
Tests of Between-Subjects Effects
DependentVariable: NEUT
Type 1l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 30,8412 15 2,056 2,516 ,007
Intercept 384,463 1 384,463 470,375 ,000
grupo 6,696 7 ,957 1,170 ,335
sexo 12,522 1 12,522 15,320 ,000
grupo * sexo 11,313 7 1,616 1,977 ,075
Error 44,137 54 ,817
Total 472,248 70
Corrected Total 74,978 69

a. R Squared = ,411 (Adjusted R Squared = ,248)

Levene's Test of Equality of Error Variances?
DependentVariable: LIMPH

F

dfl

df2

Sig.

1,367

15 54

,197

Tests the null hypothesis that the error variance of

the dependent variable is equal across groups.

a. Design: Intercept + grupo + Sexo + grupo * sexo




Tests of Between-Subjects Effects

DependentVariable: LIMPH

Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 75,0292 15 5,002 1,547 121
Intercept 2666,118 1 2666,118 824,678 ,000
grupo 20,772 7 2,967 ,918 ,500
sexo 44,688 1 44,688 13,823 ,000
grupo * sexo 10,353 7 1,479 ,457 ,861
Error 174,578 54 3,233
Total 2990,610 70
Corrected Total 249,606 69
a. R Squared =,301 (Adjusted R Squared =,106)
Levene's Test of Equality of Error Variances?
DependentVariable: RBC
F dfl df2 Sig.
,901 15 57 ,567
Tests the null hypothesis that the error variance of
the dependent variable is equal across groups.
a. Design: Intercept + grupo + sexo + grupo * sexo
Tests of Between-Subjects Effects
DependentVariable: RBC
Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 18,0952 15 1,206 3,221 ,001
Intercept 4872,242 1 4872,242 13010,448 ,000
grupo 5,757 7 ,822 2,196 ,048
sexo 10,161 1 10,161 27,132 ,000
grupo * sexo 1,419 7 ,203 ,541 ,800
Error 21,346 57 374
Total 5024,517 73
Corrected Total 39,441 72

a. R Squared = ,459 (Adjusted R Squared = ,316)
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