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Moraes, G. S. Validacdo de modelo de inducéo de candidose bucal e avaliacao
datoxicidade sistémica aguda a clorexidina em ratos Wistar [Dissertacao]
Mestrado em Odontologia. Ponta Grossa: Universidade Estadual de Ponta Grossa;
2018.

RESUMO

Objetivo: Esta Dissertacdo foi composta por dois estudos. O primeiro avaliou
métodos de esterilizacdo de dispositivos palatais acrilicos para uso animal, bem
como realizou a contaminacdo dos mesmos com Candida albicans. Ademais,
verificou-se a duragdo da candidose bucal induzida por diferentes protocolos em
ratos Wistar imunocompetentes e a efetividade da indugdo da estomatite protética
em ratos imunocompetentes sob antibioticoterapia. O segundo avaliou parametros
histolégicos e bioquimicos como marcadores da toxicidade aguda hepética, renal,
pulmonar e gastrica causada pela administracdo via gavage de doses toxicas de
clorexidina (CIx) nesses animais. Material e métodos: No Estudo I, dispositivos
acrilicos foram confeccionados a partir de moldagens dos palatos dos animais
utiizando moldeiras individuais e poliéter. Verificou-se a esterilizacdo dos
dispositivos (n=5) por meio do uso de micro-ondas (MO), luz ultravioleta (UV),
ultrassom (US) ou nenhum método (CN), a partir de andlises da viabilidade das
colbnias e em espectrofotdbmetro. Entéo, realizou-se a contaminacdo dos aparatos
com um biofilme de C. albicans, a qual foi confirmada por meio de contagem de
Unidades Formadoras de Colénia (UFC)/mL (n=6) e microscopia confocal a laser
(n=5). Posteriormente, 20 animais foram divididos em cinco grupos (n=4):
Cn=nenhum protocolo; Di=cimentacdo de dispositivo estéril; In=inoculacdo de
suspensdo de C. albicans no palato, sem a utilizacdo de dispositivos;
Dc=cimentacdo de dispositivo contaminado com C. albicans; In+Dc=juncdo dos
grupos In e Dc. Os ratos foram monitorados durante uma semana para verificar a
presenca de sinais clinicos de candidose bucal por meio de fotografias dos palatos e
linguas. Foi realizada a contagem de UFC/mL a partir de coletas feitas nos palatos
utilizando swabs. Ao final dos sete dias, realizou-se a eutanasia e os palatos e
linguas foram removidos para andlise histopatoldgica. Finalmente, outros animais
submetidos aos grupos Cn (n=2), Di (n=6) ou In+Dc (n=6) receberam tetraciclina na
agua de beber 7 dias antes de serem submetidos aos protocolos. Apos o periodo de
instalacdo da infeccao (4 dias utilizando os dispositivos), as mesmas analises foram
realizadas. No Estudo Il, dois grupos foram avaliados (n=9): CN=administracdo de
1,5 mL de agua destilada (veiculo) via gavage ou CIx=1,5 g/Kg de CIx diluida no
veiculo. Apés 24 h, os animais tiveram seu sangue coletado e 6rgaos removidos. No
plasma, foram analisados os niveis de ureia, creatinina e acido Urico (para anélise do
funcionamento renal), transaminase glutamico-oxalacética (TGO), transaminase
glutamico-piravica (TGP) e fosfatase alcalina (FA) (para analise do funcionamento
hepatico), glicemia e lactato desidrogenase. Os 6rgéos foram avaliados por meio de
analise histopatologica. Resultados: No Estudo I, o MO foi o Unico método que
esterilizou os dispositivos (p<0,05; ANOVA 1-fator/Tukey HSD) e o protocolo de
contaminacéo foi considerado adequado, com formacéo de biofilme composto por
hifas e leveduras viaveis (1,2 x 10° UFC/mL). Ndo foram observadas alteracdes
clinicas nos palatos dos animais. Foram observadas regides despapiladas nas
linguas dos animais dos grupos In, Dc e In+Dc em até quatro dias ap6és a inducédo da



infecgdo. A recuperagédo de C. albicans a partir das coletas foi considerada baixa e
0s maiores valores foram obtidos no grupo In+Dc. Histologicamente, os tecidos
apresentaram-se sem alteracdes epiteliais e no conjuntivo. Estando os animais sob
antibioticoterapia, o valor recuperado de C. albicans foi 10 vezes superior para o
grupo In+Dc ap6s a instalagéo da infeccéo (1,3 x 10* UFC/mL). Foram observados
eritema puntiforme e edema tecidual no palato e despapilacdo na lingua desses
animais. Histologicamente, foram observados microabscessos e infiltrado
inflamatorio no palato, além de invasao fungica no epitélio das linguas. No Estudo II,
a ClIx provocou perda de peso (p=0,001) e redugcdo no consumo de racao (p=0,008;
ANOVA 2-fatores de medidas repetidas/Tukey HSD) e aumento nos niveis de TGO
(p=0,026) e TGP (p=0,009) e reducdo nos niveis de FA (p=0,020; teste T néao-
pareado). Histologicamente, foram encontradas maiores alteracdes hepéaticas
(p=0,009; teste Qui-quadrado) para os animais do grupo CN e maiores alteragcoes
gastricas (p=0,05), para o grupo CIx, os quais apresentaram danos moderados
(escore 3). Conclusdo: No Estudo I, o método MO esterilizou os dispositivos;
biofilme de C. albicans foi formado sobre os mesmos e a estomatite protética em
animais sob antibioticoterapia foi evidenciada macroscopicamente,
microscopicamente e histologicamente. No estudo Il, a Clx administrada por gavage
causou hepatotoxicidade e danos gastricos nos animais.

Palavras-chave*: Estomatite sob Prétese. Candida albicans. Clorexidina. Testes de
Toxicidade Aguda. Ratos Wistar.

*Em acordo com os Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) disponivel no dominio
http://decs.bvs.br



Moraes, G. S. Validation of an oral candidosis induction model and evaluation
of acute systemic toxicity of chlorhexidine in Wistar rats [Dissertacao] Mestrado

em Odontologia. Ponta Grossa: Universidade Estadual de Ponta Grossa; 2018.

ABSTRACT

Purpose: This Dissertation was composed by two studies. The first study evaluated
sterilization methods of acrylic palatal devices for animal use, as well as performed
their contamination with Candida albicans. In addition, the duration of oral candidosis
induced by different protocols in immunocompetent Wistar rats and the effectiveness
of the induction of denture stomatitis in immunocompetent Wistar rats under antibiotic
therapy was analyzed. The second one evaluated the effectiveness of histological
and biochemical parameters as markers of acute hepatic, renal, pulmonary, and
gastric toxicity caused by gavage administration of toxic doses of chlorhexidine (Chx)
in Wistar rats. Material and methods: For the first study, acrylic devices were made
from impressions of the animals’ palate with individual trays and polyether.
Sterilization of the devices (n=5) was verified after submission to microwave (MW),
ultraviolet light (UV), ultrasonic bath (US), or none method (NC), and assessed by
colony viability and spectrophotometric analyses. Then, devices’ contamination with
C. albicans was performed and confirmed by counting Colony Forming Units
(CFU)/mL (n=6) and by laser confocal microscopy (n=5). Subsequently, 20 animals
were divided into five groups (n=4): Nc=none protocol; ld=cementation of a sterile
intraoral device; In=inoculation of a C. albicans suspension on the palate, without
wearing a device; Cd=cementation of a device contamined by C. albicans;
In+Cd=junction of In and Cd groups. The rats were monitored for one week to verify
the presence of clinical signs of oral candidosis by taking photographs of their
palates and tongues. CFU/mL counts were determined from the collected material of
their palates using swabs. After one week, euthanasia was performed and the
palates and tongues were removed for histopathological analysis. Finally, other
animals of Nc (n=2), Id (n=6), or In+Cd groups (n=6) received tetracycline in the
drinking water 7 days before being submitted to the protocols. After the disease
installation period (four days using the devices), the same analyzes were performed.
For the second study, two groups were evaluated (n=9): NC=administration of 1.5 mL
of distilled water (vehicle) via gavage or Chx=1.5 g/Kg of Chx diluted in the vehicle.
After 24 h, the animals had their blood collected and organs removed. In the plasma,
the levels of urea, creatinine and uric acid (for kidney assessment), glutamic-
oxaloacetic transaminase (GOT), glutamic-pyruvic transaminase (GPT), alkaline
phosphatase (AP) (for liver assessment), glycemia and lactate dehydrogenase were
analyzed. The organs were evaluated by histopathological analysis. Results: In the
first study, MW was the only method capable of sterilizing the devices (p<0.05;
ANOVA 1-way/Tukey HSD), and the protocol used for contamination was considered
satisfactory, developing a biofilm composed by viable hyphae and yeasts (1.2 x 10°
CFU/mL). No clinical changes were observed in the palates of the animals. Areas of
localized papillary atrophy were observed on the tongue dorsum of animals from In,
Cd, and In+Cd groups until four days after the infection installation. The recovery of
C. albicans was considered low and the highest values were obtained from the In+Cd
group. Histologically, no alterations were observed. With the animals under antibiotic



therapy, the recovered values of C. albicans were 10 times higher for the In+Cd
group after the infection installation (1.3 x 10* CFU/mL). It was observed localized
erythema and tissue edema on the palatal mucosa and papillary atrophy on tongue
dorsum of these animals. Histologically, microabscesses and inflammatory infiltrate in
the palate, as well as fungal invasion in the tongue epithelium were also observed. In
the second study, ClIx caused weight loss (p=0.001), and reduction in food intake
(p=0.008; ANOVA 2-way for the repeated measures/Tukey HSD), respiratory
distress, and an increase in GOT (p=0.026) and GPT levels (p = 0.009), and
decrease in AP levels (p=0.020; unpaired t-test). Microscopically, higher hepatic
alterations (p=0.009; Chi-squared test) were found for NC group and higher gastric
alterations (p=0.05), for Chx group, which showed moderate changes (score 3).
Conclusion: In the first study, MW sterilized the devices; C. albicans biofilm was
formed on their surfaces; denture stomatitis in animals under antibiotic therapy was
evidenced macroscopically, microscopically, and histologically. In the second study,
Chx gavage administration caused hepatotoxicity and gastric damage.

Keywords*: Denture Stomatitis. Candida albicans. Chlorhexidine. Acute Toxicity
Tests. Wistar Rats.

*Em acordo com os Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) disponivel no dominio
http://decs.bvs.br
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1 INTRODUCAO

A candidose bucal é considerada a infeccdo fungica mais frequente entre
humanos! e quando associada a utilizacdo de proteses removiveis € denominada
estomatite protética;? lesdo que apresenta altas taxas de recidiva.® Sua etiologia
compreende diversos fatores locais e sistémicos, como ma higienizacdo e uso
noturno das proteses, trauma local causado por préteses mal adaptadas,
hipossalivacdo, deficiéncias nutricionais, quadros de imunossupresséo, alteracdes
enddcrinas, dentre outros.>’ Apesar da etiologia multifatorial, considera-se que seu
principal fator causal € a infeccdo por Candida spp., especialmente Candida
albicans.*®

Clinicamente, a estomatite protética ou candidose cronica atrofica apresenta
diferentes manifestacdes, classificadas por Newton® como: hiperemia puntiforme ou
inflamacé&o localizada na regido dos ductos das glandulas salivares palatinas
menores (tipo 1); hiperemia difusa e mucosa palatal lisa e atrofica envolvendo toda a
regido recoberta pela protese (tipo Il); e hiperplasia papilar na regido central do
palato (tipo 11).*® Ainda que raramente cause dor ou desconforto, a sua progressao
pode resultar em infecgdes sistémicas,® as quais podem dificultar ainda mais seu
tratamento.’® Diversas modalidades terapéuticas tém sido propostas na literatura,
incluindo melhoria na higiene bucal e na higienizacdo das préteses, substituicao,
adequacao e/ou reembasamento das préteses, interrupcdo do uso noturno, terapia
antifingica topica e/ou sistémica, laserterapia, terapia fotodin@mica e combina¢des
desses tratamentos.®>*’ Além de n&o haver evidéncias da superioridade de um
método sobre o outro,” algumas limitagdes estdo relacionadas a necessidade de
gastos com a medicacdo, sabor desagradavel do medicamento,'! rigor na
administracdo da posologial?> e principalmente o uso continuo das préteses
contaminadas. Ademais, € dificil manter a concentracdo efetiva dos farmacos nos
tecidos infectados em decorréncia do fluxo salivar, dos movimentos da lingua®® e da
degluticdo, que rapidamente os dissolvem e os eliminam da cavidade bucal.*

Uma alternativa de tratamento que vem sendo proposta é a incorporacao de
farmacos antifungicos em materiais condicionadores de tecidos e reembasadores
resilientes.'21>1 Tal modificagdo nesses materiais resultaria em diversos beneficios,
como aumento na longevidade clinica, reducdo do trauma local e eliminacdo do
contato da superficie interna contaminada das préteses com os tecidos bucais e,

consequentemente, do ciclo de reinfeccdo, acdo dos farmacos incorporados ao
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material diretamente sobre os tecidos infectados, reduzida frequéncia de aplica¢&o®?
e reducdo da necessidade de participacdo dos pacientes durante o tratamento.!!
Estudos anteriores avaliaram o efeito da incorporacdo de farmacos antifungicos
comumente utilizados no tratamento da estomatite protética, nistatina (Nis),
miconazol, cetoconazol, itraconazol e diacetato de clorexidina (ClIx), sobre algumas
propriedades fisicas e mecanicas de materiais macios temporarios para base de
prétese, um condicionador de tecido e um reembasador resiliente. Nestas
avaliagdes, os farmacos Nis e CIx, liberados a partir destes materiais, foram
altamente efetivos durante 14 dias na inibicdo do crescimento de biofilme de C.
albicans em valores mais baixos de concentragdes inibitérias minimas®® em relacéo
aos demais farmacos avaliados e, como consequéncia, ndo resultaram em
alteracbes consideradas significantes nas propriedades de dureza e rugosidade,*’
sor¢éo de agua e solubilidade,*® porosidade,?® resisténcia a trag&o?° e resisténcia da
unido ao descolamento a resina acrilica para base de protese.?

Anteriormente a realizacao de ensaios clinicos em humanos utilizando esses
materiais modificados, faz-se necessario comprovar a efetividade e, principalmente,
a seguranca dos mesmos.?? No entanto, para isso seria necessario estabelecer um
modelo in vivo de estomatite protética. IniUmeros protocolos utilizando ratos Wistar
estdo disponiveis na literatura,?*3* porém, ndo ha consenso sobre um método que
induza e mantenha a infeccdo durante um periodo suficiente para a avaliacdo da
efetividade de novos materiais e farmacos. Alguns estudos induziram a candidose
bucal por meio da inoculagcdo do fungo diretamente na cavidade bucal dos
animais,®>% outros, via dispositivos intra-orais.?>**3® Também n&o ha consenso
sobre a necessidade de induzir imunossupressdao no animal previamente a
inoculagdo da Candida spp. Visto que ndo héa evidéncia cientifica de que a
estomatite protética esta associada com uma infeccao invasiva em humanos, alguns
modelos experimentais utilizam animais saudaveis, n&do imunossuprimidos,
possibilitando a participagcéo da resposta imune do hospedeiro durante a colonizagéo
da mucosa superficial do rato com Candida.?>29-34

Outra dificuldade relacionada a determinacdo da seguranca do material
modificado é a avaliacdo dos possiveis efeitos toxicos sistémicos provocados pela
degluticdo das doses liberadas dos antifungicos, especialmente a CIx. A literatura
descreve que a Clx é pobremente absorvida pelo trato gastrointestinal, muito bem

tolerada quando administrada por via intravenosa e que sua absorcao pela pele é
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praticamente minima.*®*? Contudo, com base em estudos em animais, em
determinadas concentracdes, a CIx pode causar efeitos adversos como
hepatotoxicidade e nefrotoxicidade,*® perda de peso e desidratacio,** irritabilidade e
alteracdo na fertilidade,” danos a nervos adrenérgicos,*® problemas respiratérios,
edema e hemorragia pulmonar®?> e danos ao DNA.*® Em humanos, as reacdes
observadas devido ao uso indevido da ClIx incluem choque anafilatico, dermatites e

estomatites,*’ edema faringeo, lesdes necréticas no esbéfago e dano hepatico

48 49

agudo,** gastrite,*® sindrome do desconforto respiratério agudo,*® e até mesmo

parada cardiaca.’® A preocupacdo acerca de sua toxicidade é recorrente, no
entanto, a grande diversidade de metodologias empregadas para investigar seu
potencial téxico dificulta a determinacao dos seus efeitos colaterais.

Dada a probleméatica exposta, esta Dissertacdo visou validar um modelo de
inducdo de estomatite protética e avaliar a toxicidade sistémica aguda provocada
pela administracéo via gavage de doses toxicas de Clx em ratos Wistar, previamente
a avaliacdo de tratamento alternativo para a estomatite protética utilizando
dispositivos palatais reembasados com condicionador de tecido modificado pela
adicdo dos farmacos Nis e CIx nas suas concentragfes inibitorias minimas ao
biofilme de C. albicans (32 mg de Nis e 64 mg de ClIx para cada g do material
reembasador. Desta forma, esta Dissertacdo foi dividida em duas partes distintas:
Estudo | — Validacdo de modelo de inducdo de candidose bucal em ratos Wistar
imunocompetentes; e Estudo Il - Avaliacdo da toxicidade sistémica aguda a

clorexidina em ratos Wistar.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O levantamento bibliografico deste trabalho teve como bases de dados o
Pubmed, Scielo, Lilacs, Bireme ProQuest e o ScienceDirect. Para o Estudo |, foram
selecionados trabalhos que descreveram o desenvolvimento de dispositivos palatais
para ratos (item 2.1) e trabalhos de inducdo de estomatite protética em ratos
imunocompetentes (item 2.2.1), imunocompetentes sob antibioticoterapia (item
2.2.2) e imunossuprimidos (item 2.2.3), utilizando os termos: palate, rat e candidosis.
Para a revisao referente ao Estudo Il, buscou-se artigos que avaliaram a toxicidade
sistémica da Clx em animais (item 2.3) e em humanos (item 2.4), utilizando as
palavras chave: toxicological, studies, chlorhexidine, hibitane, toxicity e safety. Para
ambos os levantamentos, as palavras chave foram empregadas isoladamente ou de

forma cruzada, abrangendo o periodo de 1973 a 2016.

2.1 DISPOSITIVOS PALATAIS PARA RATOS

Jennings e MacDonald®® (1990) objetivaram confeccionar dispositivos
palatais individualizados para avaliar a viabilidade de utilizagcdo dos mesmos para a
realizacdo de estudos in vivo em ratos Wistar. Para tal, nove animais foram divididos
em dois grupos: controle (n=3) e experimental (n=6). Foram feitas moldagens dos
palatos dos animais com polissulfeto e os dispositivos de resina acrilica
termopolimerizavel foram confeccionados a partir dos modelos vazados para cada
animal. Os aparatos contavam com uma banda de ac¢o inoxidavel ao redor dos
incisivos superiores e, para auxiliar na sua retencéo, foram confeccionados entalhes
na regido distal dos dentes. A banda foi preenchida por resina acrilica
autopolimerizavel; o dispositivo foi posicionado nos incisivos e, entdo, pressionado
contra o palato durante a polimerizacdo do material. Os animais experimentais e
controles utilizaram os dispositivos por 28 dias e, entdo, foram eutanasiados.
Quando os dispositivos foram removidos, quantidade significativa de debris foi
encontrada entre eles e o epitélio da mucosa palatal. As laminas histolégicas do
palato dos ratos foram coradas com hematoxilina-eosina (H.E.). O exame
microscopico revelou que o material acumulado sob os dispositivos era queratina
descamada e debris alimentares. O epitélio dos palatos do grupo experimental
apresentava-se mais espesso do que o do grupo controle. No entanto, houve
consideravel variacdo entre os cortes devido a angulacdo dos mesmos. Com isso,

cinco animais controle adicionais foram eutanasiados e tiveram seus palatos
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descalcificados e processados para andlise histologica. Ao se padronizar o protocolo
de inclusdo e de microtomia dos blocos, foi possivel realizar andlise quantitativa com
resultados consistentes. Os autores constataram que os dispositivos podem ser
utilizados satisfatoriamente por 28 dias, mas que o acumulo de restos alimentares

entre eles e o palato poderia ser um problema.

Barclay e colaboradores®? (1997) examinaram as alteragdes histoldgicas na
mucosa palatina de ratos Wistar decorrentes do uso de dispositivos acrilicos. Os 48
animais utilizados foram divididos em 3 grupos (n=16) com alimentacéo diversa; 1.
racdo solida convencional; 2. racdo pastosa, na qual foi adicionada dgua ao p6 da
racdo; e 3. dieta liquida, na qual 20 g do p6 da racdo eram misturados a 80 mL de
agua. Dentro de cada grupo, cinco animais foram mantidos como controle sem 0 uso
de dispositivos, dez tinham os dispositivos instalados e um era mantido como
potencial substituto, caso algum animal viesse a ser excluido da amostra. Os
animais que receberam os dispositivos ainda foram divididos em dois subgrupos, um
utilizou os dispositivos por sete dias (n=5) e o outro, por 14 (n=5). Moldeiras
individuais foram confeccionadas a partir de um modelo de gesso pedra obtido por
meio da moldagem preliminar de um rato utilizado em um experimento prévio. A
alimentacdo dos animais iniciou-se no dia 0 do experimento. No sétimo dia, realizou-
se a moldagem do palato dos ratos com polissulfeto. Foi realizado um enceramento
sobre os modelos de gesso obtidos, recobrindo o palato duro e os molares
superiores com extensdo para suas faces vestibulares. Uma banda de 4 mm de
espessura de aco inoxidavel foi colocada na regiao dos incisivos superiores e fios de
aco inoxidavel de 0,5 mm de espessura foram soldados para unir essa por¢cado ao
resto do aparato. Os dispositivos foram, entdo, confeccionados com resina acrilica
termopolimerizavel e mantidos por 24 h em agua para eliminacdo do mondémero
residual. No 14° dia do experimento, um desgaste na regido disto-lingual dos
incisivos foi realizado com broca de ac¢o carbono e os dispositivos foram cimentados
com resina acrilica autopolimerizavel, a qual foi inserida na banda metalica.
Passados os periodos experimentais, os animais foram eutanasiados e tiveram seus
palatos descalcificados e processados para analise histologica. As laminas obtidas
foram coradas com H.E. Os campos selecionados para analise padronizada foram
correspondentes a regido sobre o feixe vasculo-nervoso do palato. Os animais que

receberam dieta pastosa foram os que demonstraram menor acumulo de debris
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alimentares, sem variacdes significativas de peso entre aqueles que utilizaram os
dispositivos e os animais controle. O uso dos dispositivos néo resultou na alteracéo
do comprimento e espessura do epitélio palatal e nem do comprimento da
membrana basal. Os autores concluem sugerindo que a dieta pastosa seria mais

indicada para estudos que envolvem o uso de dispositivos palatais em animais.

Visando confeccionar um dispositivo acrilico para roedores que fosse
removivel e de baixo custo, Lee et al.>® (2011) desenvolveram um aparato composto
por duas por¢cdes: uma fixa e uma removivel. Sob anestesia, ratos Wistar foram
moldados utilizando silicone polimerizado por adicdo de consisténcia leve, o qual foi
dispensado diretamente sobre o palato e molares superiores. Os dispositivos foram
confeccionados a partir dos modelos de gesso tipo Il obtidos ap6s a moldagem. A
parte fixa do dispositivo foi confeccionada na regido posterior do palato utilizando
resina acrilica autopolimerizavel, tomando-se o cuidado de nao recobrir as
superficies oclusais dos molares. Dois imés foram incluidos na porcéo fixa, os quais
foram ligados a tiras de aco que, por sua vez, foram incluidas na parte removivel do
dispositivo, formando uma unica estrutura. Fios de ligadura ortodéntica foram
colocados nos espacos interproximais entre os primeiros e segundos molares tanto
do lado direito quanto do lado esquerdo, para fornecer mais estabilidade. A parte fixa
foi, entdo, posicionada sobre o palato dos animais sedados e cimentada com resina
acrilica autopolimerizavel sobre as oclusais dos molares. A parte removivel foi
instalada em seguida, por meio do encaixe dos imas a parte fixa. Os animais
permaneceram com os dispositivos por quatro semanas. Todos o0s ratos mantiveram
0 peso corporal durante esse periodo, sendo que o peso da maioria dos animais
aumentou com o passar do tempo. Visando a reducdo do acumulo de restos
alimentares, os animais passaram a receber uma dieta gel e, mesmo assim, o peso
manteve-se ou até mesmo aumentou. Os dispositivos mantiveram sua integridade e
durabilidade por mais de oito semanas. Se algum fragmento da porcéo fixa fosse
perdido, era reparado com resina acrilica autopolimerizavel. Os autores também
observaram que os dispositivos ndo comprometeram as atividades normais dos

animais.

O estudo realizado por Hotta et al.>*>* (2017) avaliou a biocompatibilidade in

vivo de um material reembasador provisério para proteses removiveis (Trusoft)
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modificado pela adicdo de farmacos antifingicos em suas concentracdes inibitorias
minimas (CIMs) ao biofilme de C. albicans. Ratos machos Wistar (n=60) foram
divididos em seis grupos: PC (controle positivo, sem dispositivo intra-oral); IOD (com
dispositivo, sem material reembasador); Tru (com dispositivo e material
reembasador, sem adicdo de farmaco); Chx; Ny e Ke (com dispositivo e material
reembasador modificado com as CIMs da clorexidina, nistatina e cetoconazol,
respectivamente). Os ratos foram eutanasiados e avaliados ap6s 7 e 14 dias de
experimento. Para a avaliagdo da biocompatibilidade, a analise histolégica foi
realizada avaliando de forma quantitativa e qualitativa parametros do epitélio, tecido
conjuntivo e tecido 6sseo dos palatos dos ratos. A andlise quantitativa mostrou que
0os animais dos grupos Chx e Ny ndo apresentaram alteragcfes significativas nos
parametros avaliados em comparacdo ao grupo Controle Positivo. No entanto, para
o grupo Ke, houve reducéo significativa da espessura da queratina, sendo esses
dados confirmados pela analise qualitativa. Apesar das limitagdes do estudo, os
resultados sugerem a biocompatibilidade do material reembasador modificado por

clorexidina ou nistatina em suas CIMs ao bhiofilme de C. albicans.

2.2 INDUCAO DE ESTOMATITE PROTETICA EM RATOS
2.2.1 Em animais imunocompetentes

Com a intencdo de investigar o padrédo inflamatério causado pelo uso de
dispositivos maxilares com e sem a inoculagcdo de C. albicans, Olsen e Bondevik?®
(1978) utilizaram 38 ratos Wistar, os quais foram divididos em dois experimentos.
Cada experimento teve duracdo de duas semanas e contou com um grupo controle
e trés experimentais, sendo que em um deles os animais receberiam dispositivos
palatais acrilicos, no outro, os animais seriam inoculados com 30 mg de uma
suspensao de C. albicans e, no ultimo, os animais receberiam dispositivos com o
inéculo aplicado sobre a sua por¢éo interna. Todos os dispositivos foram removidos
ao final da primeira semana e reinstalados logo em seguida. No inicio do
experimento e no momento de retirada para recimentacao dos aparatos, esfregacos
foram realizados com uma espéatula metalica sobre os palatos dos animais e
superficie interna dos dispositivos. O material coletado foi fixado imediatamente e
corado com PAS para a verificagdo de leveduras. O aspecto clinico foi avaliado com
a atribuicdo de escores e, ao final do experimento, os animais foram eutanasiados e

tiveram a mucosa palatal removida e dividida ao meio, sendo uma metade corada
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com H.E. e a outra com PAS. Antes do experimento propriamente dito, 30 dos 38
animais utilizados apresentavam C. albicans em seus palatos. No inicio do
experimento, pequenas quantidades de blastoporos puderam ser observadas ao se
realizar o esfregaco. No decorrer do estudo, p6de-se observar a transformacgao
desses blastéporos em hifas, achado mais pronunciado no grupo dispositivo com
inoculacdo. Discreta inflamacédo generalizada foi observada ao final da primeira
semana, sendo mais intensa e persistente nos animais que receberam o dispositivo
com a inoculagdo de Candida. As alteracdes histolégicas também foram mais
notaveis nesse grupo, incluindo paraqueratose, hiperplasia e atrofia epitelial,
infiltrado inflamatoério de leucdcitos e ocasionais formagdes de abscessos. Nao se

observou a penetracéo de hifas no epitélio.

Shakir et al.>® (1981) realizaram dois experimentos objetivando desenvolver
um modelo de estomatite protética em ratos Wistar. O primeiro contou com a
utilizacdo de 53 animais, os quais foram divididos em 4 grupos: 1. instalagcdo de um
dispositivo acrilico e inoculagdo de uma suspenséo de 30 mg de C. albicans sorotipo
A sobre o palato dos animais e sobre a superficie interna dos dispositivos antes da
cimentacdo (n=25); 2. instalacdo de dispositivo acrilico sem a inoculacdo de C.
albicans (n=12); 3. inoculagcdo de 30 mg de uma suspensédo de C. albicans, sem a
instalacdo de dispositivo (n=8); 4. controle, nenhum procedimento realizado (n=8).
Os animais de cada grupo foram divididos e eutanasiados 1, 2, 4 e 6 semanas apo0s
a realizacdo dos procedimentos. No segundo experimento, vinte e quatro animais
foram divididos em dois grupos, sendo que um deles correspondia ao grupo 1 do
primeiro experimento e o outro correspondia ao grupo 2. Os animais permaneceram
com os dispositivos em posi¢cdo por 4 semanas e, entdo, nove animais (5 inoculados
e 4 nédo inoculados) foram eutanasiados. Apds duas semanas, realizou-se a
eutanasia dos 11 animais remanescentes. Imediatamente apos a eutanasia, material
do palato dos animais foi coletado com swabs estéreis e semeado em &agar
Sabouraud. Os cortes histologicos foram corados com H.E. e PAS. O palato dos
animais dos grupos 2, 3 e 4 do primeiro experimento apresentaram aspecto clinico e
histologico de normalidade. Os animais pertencentes ao grupo 1 exibiram eritema
localizado na regido intermolares ao final da primeira semana. Microscopicamente,
infiltrado inflamatério difuso composto principalmente por neutréfilos e areas de

colonizacao por blastéporos na superficie do epitélio foram observados. Ao final da
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segunda semana, o infiltrado inflamatério aumentou significativamente e, na quarta
semana poés-inoculacdo, as alteracfes foram ainda mais notaveis. Clinicamente, a
mucosa apresentou areas de eritema difuso e impacc¢ao alimentar. Histologicamente,
a invasdo epitelial de hifas estava ainda mais evidente, com a formacédo de
microabscessos. O epitélio apresentava-se majoritariamente hiperplasico, mas
também havia areas de atrofia. O tecido conjuntivo estava moderadamente infiltrado
com células inflamatorias cronicas, principalmente linfocitos. Apos 6 semanas, essas
alteracbes estavam bem estabelecidas e generalizadas por todas as camadas do
epitélio. Durante as quatro primeiras semanas do segundo experimento, trés animais
perderam os dispositivos, sendo que dois deles pertenciam ao grupo inoculado com
Candida. Os animais eutanasiados ao final da quarta semana apresentavam as
mesmas caracteristicas dos animais utilizados no primeiro experimento. Ndo foram
encontradas alteragdes clinicas e histologicas nos palatos dos animais que
permaneceram duas semanas sem os dispositivos, apesar de ainda ter sido possivel

recuperar C. albicans.

Em outro trabalho, Shakir et al.3! (1983) compararam a efetividade de C.
glabrata, duas cepas diferentes de C. tropicalis e dos sorotipos A e B de C. albicans
na inducéo de candidose palatal em ratos Wistar. Os 35 animais foram divididos em
5 grupos (n=7), sendo que cada um deles recebeu aproximadamente 30 mg de uma
suspensdo aquosa de uma das cinco cepas. A concentracdo da suspenséo era de
aproximadamente 3 x 10%° blastéporos/mg. Cinco animais de cada grupo tiveram um
dispositivo palatal instalado assim como descrito por Shakir et al.*° (1981), enquanto
os outros dois mantiveram-se sem 0 aparato. Racdo e agua foram fornecidas ad
libitum. Duas semanas apos a inoculagdo, os animais foram eutanasiados e tiveram
seus palatos removidos para andlise histolégica. As amostras de tecido foram
examinadas verificando a presenca de invasdo fungica superficial no epitélio,
hiperplasia ou atrofia epitelial e inflamag&o. Antes do experimento e imediatamente
apos a eutanasia, swabs estéreis foram esfregados nos palatos dos animais e
inoculados em agar Sabouraud e as placas de cultura foram incubadas a 37°C por
36 h. Nao foram notadas alteracfes no palato dos animais que nado utilizaram os
dispositivos. Resultados semelhantes a esse foram observados nos animais que
foram inoculados com as duas cepas de C. tropicalis e com C. glabrata e que

receberam os dispositivos. Em contraste, os cinco animais que utilizaram o
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dispositivo e foram inoculados com o sorotipo A de C. albicans apresentaram
caracteristicas histolégicas condizentes com candidose, incluindo hiperplasia
epitelial com infiltrado leucocitario, microabscessos e invasdo de hifas fungicas.
Apenas dois dos animais que foram inoculados com o sorotipo B de C. albicans
exibiram sinais similares de candidose no palato. Ambos os sorotipos de C. albicans
estavam presentes no palato de todos os animais (com ou sem dispositivo) ao final
do experimento. Em contraste, C. tropicalis e C. glabrata sé foram recuperadas de
animais que utilizaram os dispositivos. Os autores sugerem uma maior patogenia do

sorotipo A em relagcao ao B de C. albicans.

Buscando desenvolver uma modalidade de tratamento para a estomatite
protética, Lamb e Martin?’ (1983) incorporaram acetato de CIx a uma resina acrilica
autopolimerizavel, a qual foi utilizada para confeccionar dispositivos palatais para
ratos Wistar. Os autores optaram por seguir o protocolo proposto por Shakir et al.3°
para a inducdo da doenca nos animais. Primeiramente, verificou-se a capacidade de
liberacdo do farmaco apos a incorporacdo ao polimero da resina nas concentracdes
de 2,5%, 5%, 7,5% e 10%. Corpos de prova foram confeccionados, imersos em 20
mL de agua e incubados a 37°C por 3 dias. Passado esse periodo, os discos foram
removidos, secos com papel filtro e imersos novamente em agua, dessa vez, por 4
dias. Na sequéncia, o processo foi repetido e os corpos de prova foram imersos em
agua por 7 dias, até o periodo total de 21 dias. A agua na qual os corpos de prova
ficaram imersos foi utilizada para a verificacdo da atividade antifingica pelo teste de
difusdo em é&gar. Cerca de 1 x 10° de blastoporos de C. albicans foram inoculados
em placas com meio de cultura agar Yeast Nitrogen Base (YNB), nas quais foram
confeccionados pocos de 10 mm de diametro. O interior dos pocos foi preenchido
com a agua residual dos discos de resina acrilica e as placas foram incubadas por
72 h a 30°C. A média de trés mensuracdes dos halos de inibicdo formados foi
calculada para cada amostra de agua, e a concentracdo inibitéria minima da Clx foi
determinada a partir desses resultados. Com isso, passou-se para 0 experimento in
vivo, que contou com duas etapas. A primeira tinha como objetivo verificar o
potencial preventivo dos dispositivos com CIx incorporada. Foram utilizados 10 ratos
Wistar, sendo que cinco receberam os dispositivos com e cinco, sem CIx. Todos 0s
animais foram inoculados com C. albicans e eutanasiados apds quatro semanas. A

segunda etapa analisou a capacidade curativa da Clx. Para tal, dez animais
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receberam dispositivos acrilicos sem Clx e foram, entdo, inoculados com C. albicans.
Depois de 4 semanas, quando a estomatite protética estava estabelecida, cinco
desses animais tiveram os dispositivos substituidos por outros, oS quais possuiam
Clx incorporada. Os animais permaneceram com 0S aparatos por mais quatro
semanas, quando todos foram eutanasiados. Em ambas as etapas, laminas dos
palatos foram coradas com H.E. e PAS. Antes da instalacdo dos dispositivos e ao
final do experimento, swabs estéreis foram esfregados nos palatos dos animais e o
conteudo foi semeado em agar Sabouraud por 48 h a 37°C. As Unicas
concentracfes de Clx que apresentaram atividade antifingica ap6s o periodo de 3
semanas de imersdo em agua foram as de 7,5% e 10%. Com isso, a concentracao
de 7,5% foi selecionada para o experimento in vivo. Na avaliacdo da acéo profilatica
da ClIx, ndo foi possivel recuperar C. albicans dos animais que receberam o0s
dispositivos com o farmaco incorporado. Histologicamente, o palato desses animais
apresentava-se normal. No entanto, os animais desse grupo apresentaram perda de
peso e reducdo no consumo de racdo. O grupo que recebeu os dispositivos
convencionais apresentou epitélio hiperplasico e infiltrado inflamatério, além da
penetracdo de hifas. Resultados similares foram encontrados na verificagdo da
capacidade curativa da CIx. Assim que os dispositivos com o farmaco adicionado
foram instalados, os animais pararam de comer e comecaram a perder peso. Ao
terem os dispositivos substituidos, esses animais ndo apresentaram alteracdes
histol6gicas nos palatos e néo foi possivel recuperar colénias de C. albicans. Os
animais que permaneceram com o0s dispositivos convencionais apresentaram as
mesmas caracteristicas do mesmo grupo no experimento da avaliagdo preventiva.
Os autores consideraram adequado o modelo de estomatite protética utilizado e
atribuiram a perda de peso e reducdo no consumo de racdo ao gosto desagradavel
da Clx.

Também objetivando encontrar uma alternativa terapéutica para a estomatite
protética, Norris e colaboradores?® (1985) incorporaram nitrato de miconazol 10% a
uma resina acrilica autopolimerizavel utilizada para confeccdo de dispositivos
palatais para ratos Wistar. A inducdo de estomatite protética deu-se seguindo o
modelo proposto por Shakir et al.,*® no qual 30 mg de uma suspens&o de 5 x 108 de
blastoporos de C. albicans foram aplicados na superficie interna dos dispositivos

antes da instalacdo dos mesmos. Assim como no estudo de Lamb e Martin,?’ esse
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trabalho avaliou a capacidade preventiva e curativa do uso dos dispositivos com
miconazol incorporado. Para a analise do potencial preventivo, vinte e seis ratos
Wistar receberam dispositivos com o inéculo de C. albicans, sendo 14 dispositivos
com e 12 sem miconazol adicionado. Os animais permaneceram com 0s dispositivos
na cavidade bucal por 4 semanas. ApGs esse periodo, os aparatos foram removidos
e swabs estéreis foram esfregados nos palatos dos animais, que em seguida foram
eutanasiados. Para a avaliacdo do efeito curativo dos dispositivos com miconazol,
trinta e sete animais utilizaram dispositivos convencionais com o in6culo de Candida
por 4 semanas, até o desenvolvimento da estomatite protética. Na sequéncia, cinco
animais foram eutanasiados como controles e os remanescentes receberam novos
dispositivos com o in6culo de C. albicans, sendo que 16 deles possuiam miconazol
incorporado e 14 ndo. Ap6s 4 semanas, os dispositivos foram removidos; foi
coletado material dos palatos utilizando swabs estéreis e os animais foram entdo
eutanasiados. O conteudo coletado pelos swabs foi semeado em placas com agar
Sabouraud, que foram mantidas em estufa por 72 h a 37°C. As laminas dos palatos
foram coradas com H.E. e PAS. Ao total, treze dispositivos foram perdidos, sendo 9
com miconazol adicionado (5 na analise preventiva e 4 na curativa) e 4
convencionais (1 na avaliacdo preventiva e 3 na curativa). No estudo da prevencao
da estomatite protética, os animais que utilizaram os dispositivos com miconazol nao
apresentaram sinais da doenca, enquanto aqueles que receberam os dispositivos
convencionais mostraram evidéncias nitidas de candidose. Na avaliagdo da
capacidade curativa dos dispositivos com miconazol, nenhum dos animais que
utilizou os dispositivos modificados apresentou sinais de estomatite protética, apesar
de ter sido possivel recuperar C. albicans de um deles. Quase metade dos animais

gue recebeu os dispositivos convencionais mostrou sinais da doenca.

Visando verificar a capacidade de C. albicans em mudar da forma comensal
para a patogénica, Shakir e colaboradores®? (1986) utilizaram 20 ratos Wistar, os
quais foram divididos em dois grupos (n=10), sendo que ambos receberam um
dispositivo acrilico. No grupo I, a mucosa palatal e a superficie interna do aparato
foram inoculadas com aproximadamente 30 mg de uma suspenséo de C. albicans
3091 (sorotipo A), a qual continha aproximadamente 3 x 10%° blastoporos/mg; no
grupo Il, os animais receberam dispositivos sem a inoculac&do do fungo. Os animais

utilizaram os dispositivos por 2 semanas e, entdo, ficaram sem 0s mesmos por mais
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2 semanas. Ao final desse periodo, quatro animais de cada grupo foram
eutanasiados. Dois animais foram retirados da amostra, visto que um morreu
durante o procedimento anestésico e outro perdeu o dispositivo. Os 10 animais
restantes (5 de cada grupo) tiveram os dispositivos novamente instalados, no
entanto, sem nova inoculacdo de Candida. Os dispositivos permaneceram em
posicdo por mais 2 semanas. Passado esse intervalo, os animais foram
eutanasiados e tiveram seus palatos examinados macroscopicamente,
microscopicamente e microbiologicamente. Apos 2 semanas, 0 palato dos animais
do grupo | apresentavam evidéncias macroscoépicas de candidose, consistindo de
areas eritematosas difusas na regido intermolares. Os quatro animais que n&do foram
inoculados ndo apresentavam sinais inflamatérios duas semanas depois da remogao
dos dispositivos. Contrariamente, 0s cinco animais que tiveram os dispositivos
reinstalados exibiram sinais consistentes de candidose. Histologicamente, o epitélio
do palato desses animais estava hiperplasico e nao-queratinizado, com algumas
areas de atrofia. Além disso, exibiam infiltrado inflamatério e microabscessos. A
mucosa palatal dos animais que receberam os dispositivos sem a inoculagdo de
Candida ndo apresentou alteracbes, em nenhum dos periodos estudados. Foi
possivel recuperar C. albicans dos animais que foram inoculados, tanto no grupo
gue teve os dispositivos removidos, quanto no grupo no qual os dispositivos foram
reinstalados. Tais dados sugerem que C. albicans foi capaz de mudar da forma

comensal para a patogénica ao ocorrer a readaptacdo do dispositivo.

Em outro estudo publicado no mesmo ano, Shakir et al.** (1986) avaliaram o
efeito do uso de dispositivos acrilicos sobre a atividade mit6tica do epitélio palatal de
ratos Wistar, com e sem a inoculagéo de C. albicans. Foram utilizados 35 animais,
dos quais 15 receberam os dispositivos e foram inoculados com C. albicans da
mesma forma descrita por Shakir et al.,*° quinze tiveram dispositivos instalados sem
a inoculag&o do microrganismo e cinco serviram como controle, sendo eutanasiados
no inicio do experimento. Cinco animais de cada grupo experimental foram
eutanasiados 1, 2 e 4 semanas apos a instalacdo dos aparatos, sendo que todos
foram injetados intraperitonealmente com uma solugdo aquosa de sulfato de
vimblastina na concentracdo de 1 mg/Kg horas antes da eutanasia. A mucosa
palatal foi removida e a regido entre a primeira e a segunda rugas menores foi

utilizada para contagem de células. Os tecidos removidos foram brevemente imersos
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em solucdo aquosa de cloreto de sodio a 0,9%, colocados sobre papel filtro para
remocdo da umidade e entdo fixados por 2 h em uma mistura de 10% de
formaldeido, 5% de acido acético e 85% de metanol antes de serem submetidos a
analise em microscopio de luz. Para a contagem de células, dez cortes de cada
animal foram corados com H.E., sendo que dois campos de cada foram
aleatoriamente selecionados para a quantificacdo. Ap6s uma semana de uso dos
dispositivos, a espessura do epitélio palatal reduziu em ambos o0s grupos
experimentais, sem diferencas significativas entre eles. Com 4 semanas de uso, a
espessura do epitélio dos animais que foram inoculados estava maior do que a dos
animais controle. Ao final da primeira semana, a atividade mitética reduziu
significativamente nos dois grupos que receberam dispositivos, sem diferencas entre
ambos. ApOs 2 semanas, a atividade mitética aumentou significativamente em
ambos 0s grupos experimentais. No entanto, ao final da quarta semana, apenas o

grupo inoculado com Candida continuou com o padrao elevado de atividade mitética.

O efeito da C. albicans sobre a permeabilidade do tecido palatal de ratos
Wistar foi investigado por Martin e colaboradores (1987).°® Para a realizagdo do
experimento, os animais receberam dispositivos palatais acrilicos, os quais cobriam
os palatos e eram fixados sobre os incisivos superiores utilizando resina acrilica
autopolimerizavel. Anteriormente a instalacdo dos aparatos, alguns animais foram
inoculados com aproximadamente 30 mg de C. albicans diretamente sobre o palato
e superficie interna dos dispositivos. Os grupos experimentais consistiram de
animais que foram contaminados apenas uma vez com o inéculo (n=5), dispositivos
inoculados por duas semanas e mantidos em posicdo até o fim do experimento
(n=2), dispositivos inoculados por duas semanas e entédo desinstalados por 2 (n=3),
4 (n=3) ou 8 semanas (n=2) até a eutanasia. Previamente a realizacao da eutanasia,
os ratos foram anestesiados e, caso o dispositivo ainda estivesse presente, este era
removido. Em seguida, a veia jugular dos animais era exposta e uma céanula era
inserida e mantida em posi¢éo. A partir dessa canula, os animais foram perfundidos
com 0,15 M de cloreto de sddio por 5 minutos. Passado esse tempo, 0s animais
foram perfundidos com uma mistura de 1% de cloreto de lantanio, 2,5% de
glutaraldeido e 3% de dextran em 0,1 M de tampéao cacodilato por mais 15 minutos.
Feito isso, a mucosa palatal era removida e fixada em glutaraldeido e tampao

cacodilato por 2 h para posterior preparo para analise em microscopia eletronica de
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varredura (MEV). Animais adicionais foram submetidos aos mesmos procedimentos
de inducédo de estomatite protética para a determinacdo das proteinas capazes de
transudar o epitélio palatal por meio de eletroforese em gel. No epitélio dos animais
controle foi possivel encontrar um deposito de lantanio no interior da camada
granulosa, enquanto que os animais que receberam o dispositivo com Candida
apresentaram a substancia por todo o tecido, incluindo a camada cérnea. Nos
animais que permaneceram sem os dispositivos por 4 ou 8 semanas, o lantanio
encontrava-se apenas entre as células da camada granulosa, sugerindo que a
barreira de permeabilidade do tecido havia se reparado. A analise em eletroforese
mostrou que o tecido palatal normal permitiu a passagem de pequenas quantidades
de proteinas com baixo peso molecular, enquanto que o tecido dos animais

infectados permitiu a passagem de proteinas de peso molecular mais alto.

Martin®’ (1989) avaliou a eficacia do fluconazol e cetoconazol no tratamento
da estomatite protética induzida em ratos Wistar. O estudo consistiu de 16 grupos
contendo 14 animais cada, sendo 8 grupos utilizados para avaliar a efetividade dos
farmacos e 8 para verificar a ocorréncia de recidivas duas semanas apos o fim do
tratamento. Em cada grupo, o palato de 3 animais foi inoculado com 30 mg de C.
albicans, enquanto outros 2 animais também foram inoculados e serviram como
controles; sendo um deles tratado com o antifiingico e o outro sem receber nenhum
tratamento. Os 9 animais remanescentes receberam dispositivos acrilicos que
cobriam a mucosa palatal, sendo que desses, seis foram inoculados com 30 mg de
Candida anteriormente a instalacdo dos aparatos e trés ndo. Os animais
permaneceram com os dispositivos em posi¢cdo por 14 dias, até o desenvolvimento
da infeccdo, quando entdo se deu inicio o tratamento. Cinco dos seis animais que
utilizaram os dispositivos com Candida foram tratados diariamente com um dos
antifingicos administrados via gavage. O animal remanescente foi tratado apenas
com o veiculo dos farmacos. O fluconazol foi administrado nas concentracfes de
0,1, 0,5, 0,75 e 1 mg/Kg, enquanto as concentracdes de cetoconazol foram de 3, 5,
6 e 7 mg/Kg. Apos 14 dias de tratamento, os animais foram eutanasiados e tiveram a
guantidade de colénias/cm? do tecido palatal calculada. Na sequéncia, o palato, rins,
figado, pulmdes e bago dos animais foram removidos e analisados histologicamente
nas coloracdes de H.E. e PAS. Os palatos dos animais que receberam as doses de

0,75 e 1 mg/Kg de fluconazol apresentaram espessura epitelial semelhante a dos
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animais controle. Nessas concentracfes, ndo se observaram alteracfes histologicas
e nem foi possivel recuperar colonias de C. albicans. Para o tratamento com
cetoconazol, somente a dose de 7 mg/Kg foi capaz de eliminar sinais clinicos e
histologicos da doenca. Apenas as doses de 0,75 e 1 mg/Kg de fluconazol e de 7
mg/Kg de cetoconazol foram eficazes na prevencdo da ocorréncia de recidivas. A

administracdo de ambos os farmacos nao causou alteracdes nos 6rgdos avaliados.

Jennings e MacDonald (1992)** realizaram andlises histoldgicas
quantitativas das alteracfes no epitélio palatal de ratos com e sem a inoculagao de
C. albicans anteriormente a instalacao de dispositivos acrilicos. Para tal, trinta e sete
ratos Wistar foram divididos em um grupo controle (n=7) e dois grupos experimentais
(n=15). O primeiro grupo experimental recebeu dispositivos mucossuportados,
enquanto os dispositivos do segundo grupo tiveram sua extensdo aumentada,
cobrindo os molares pelas faces oclusal e vestibular. Os palatos dos animais foram
moldados com polissulfeto e os dispositivos foram confeccionados com resina
acrilica termopolimerizavel e apresentavam uma banda metdlica ao redor dos
incisivos superiores. Metade dos animais de cada grupo experimental recebeu um
inéculo de 60 mg de C. albicans, o qual foi aplicado sobre a superficie interna dos
dispositivos. Para a inser¢cédo dos dispositivos, os animais foram sedados, receberam
um desgaste na face distal dos incisivos para melhorar a sua retencdo e a banda
metalica foi, entdo, cimentada com resina acrilica autopolimerizavel. Um total de sete
animais dos grupos experimentais ndo se recuperou da anestesia ou morreu dentro
de 24 h ap6s o procedimento. Os dispositivos de 13 animais desadaptaram nos
primeiros dias ap0s a instalacdo e foram reinstalados. Os animais receberam dieta
solida convencional e agua ad libitum. Passado o periodo de 28 dias, os animais
foram eutanasiados e tiveram seus palatos processados para analise histoldgica. As
laminas foram coradas com H.E. e PAS para os animais que receberam o indculo de
C. albicans. Quantidade significativa de debris alimentares foi encontrada apés a
remocdo dos dispositivos, porém, tal achado foi nitidamente menor no grupo
dentossuportado. Os ratos perderam peso durante as duas primeiras semanas do
experimento, mas depois ganharam peso e apresentaram peso superior ao inicial no
momento da eutanasia. A coloracdo de PAS revelou presenca fungica em apenas
trés casos, 0s quais apresentavam hifas, hiperplasia epitelial e formacdo de

microabscessos. Nao foram encontradas diferencas significativas nos epitélios entre
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0s animais que nado receberam Candida e aqueles que foram inoculados. A
espessura da queratina apresentou-se reduzida no grupo mucossuportado. Os
autores sugeriram que o fato de que cada dispositivo foi confeccionado de forma
individual fez com que os mesmos apresentassem uma melhor adaptacdo ao palato,
causando menor trauma e, com isso, deixando o tecido menos vulneravel a infeccao

por Candida.

Propondo desenvolver um modelo animal para estudar a imunopatogénese
da estomatite protética, Johnson e colaboradores (2012)%° utilizaram dispositivos
intra-orais com por¢des fixas e removiveis, obtidos por meio de moldagens
individuais de ratos Wistar machos imunocompetentes. Para induzir a infeccdo, os
animais foram inoculados com C. albicans na forma de suspenséo liquida e também
na forma de pasta, com leveduras sedimentadas. Os grupos controles consistiram
de animais nao inoculados e sem dispositivo; animais nado inoculados e com
dispositivo; e animais inoculados e sem dispositivo. Para quantificar o crescimento
fungico, os animais eram anestesiados e as por¢cfes removiveis dos dispositivos
eram retiradas para coleta de material entre o palato e o dispositivo. A andlise do
crescimento fungico se deu de forma quantitativa, em meio de cultura (log
UFC/swab), e também qualitativamente, utilizando escores visuais (0: sem
inflamacéo; 1: eritema localizado; 2: eritema difuso e edema e 3: eritema ou edema
difuso com hiperplasia papilar). Os palatos dos animais foram analisados em
microscopia eletrénica de varredura (MEV), microscopia de varredura confocal a
laser e em microscopia de luz, utilizando a coloragdo H.E. Para isso, os dispositivos
eram removidos e grupos de animais eram eutanasiados a cada duas semanas,
durante oito semanas. As suspensdes liquidas de Candida nas concentracdes de
108, 107 e 108 UFC em 100 pL mostraram-se insuficientes para a colonizagcdo dos
palatos, tendo as pastas de leveduras sedimentadas de 25 mg (= 5 x 10° UFC) e 50
mg (= 1 x 10%° UFC) mostrado os niveis mais altos de colonizagdo (= log 7
UFC/swab) ap0s 14 dias da inoculagdo. Os ratos dos grupos controle que nao
receberam inoculacbes nao apresentaram sinais clinicos e histologicos de
colonizacdo, independente de utilizarem ou ndo os dispositivos. Aqueles que
receberam as inoculagdes e ndo utilizavam os dispositivos apresentaram niveis de
colonizagdo mais baixos (< log 3 UFC/swab). Apds determinarem as condi¢cdes

ideais para colonizacao fungica, passou-se a estudar a formacéao de biofilme e sinais
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clinicos de estomatite protética. Amostras dos dispositivos e palatos dos animais que
receberam 50 mg da pasta foram coletadas e analisadas 2, 4, 6 e 8 semanas pos-
inoculagédo. As anélises em MEV e microscopia confocal revelaram que a formagao
de biofilme no palato n&o foi evidente 2 ou 4 semanas pos-inoculagdo, com apenas
leveduras visiveis. Nos dispositivos, a formacéo de biofiime tornou-se evidente a
partir da quarta semana pos-inoculacdo, e a maturacdo continuou até a oitava
semana. Histologicamente, inflamacdo mais severa foi observada nos periodos de 6
e 8 semanas pos-inoculacdo, sem diferenca estatistica entre esses periodos. Os
animais pertencentes aos grupos controle ndo apresentaram sinais de inflamacéao
ap06s 8 semanas. Os resultados histolégicos refletiram o aspecto clinico, sendo
atribuido escore 0 aos animais que ndo foram inoculados, escore 1 aos animais 4

semanas pos-inoculacao, e escore 2 aos animais 6 e 8 semanas pos-inoculacéo.

Tobouti e colaboradores (2016)3* desenvolveram um modelo experimental in
vivo de estomatite protética associada a Candida para analise da expressdo das
aspartil proteases secretadas (SAPs) 2, 5 e 9 por C. albicans a partir de biofilme
formado na superficie de protese. Para tal, 35 ratos machos Wistar
imunocompetentes foram utilizados. Como critério de inclusdo, os animais néo
deveriam apresentar C. albicans antes da instalacdo dos dispositivos. Os animais
foram divididos nos grupos Controle (n=5), que nao utilizaram dispositivos;
Dispositivo (n=15), que utilizaram dispositivo acrilico, sem a contaminacédo por C.
albicans; e Dispositivo/Candida (n=15), os quais receberam os dispositivos
contaminados. Os dois Ultimos grupos permaneceram com 0s dispositivos por 2, 4 e
6 dias (n=5 para cada periodo). Os dispositivos foram confeccionados a partir da
moldagem individual de cada animal, utilizando moldeiras individuais confeccionadas
previamente. Para manter os dispositivos em posicao, dois orificios foram feitos na
regido dos primeiros e segundos molares e fios de acgo inoxidavel foram fixados na
regido dos incisivos com resina termopolimerizavel. Durante a instalagdo dos
aparatos, os fios foram inseridos entre os primeiros e segundos molares superiores e
foram passados pelos orificios confeccionados nos dispositivos. Ao final, as pontas
foram unidas e cobertas por resina autopolimerizavel para proteger a lingua dos
animais. Anteriormente a adesdo na superficie interna dos dispositivos, as células
fungicas cresceram a 30°C em caldo Trypticase Soy Broth (TSB) sob agitacao orbital

a 180 rpm overnight, para obter células numa fase estacionaria. As leveduras foram
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lavadas com solugdo PBS, contadas com um hemocitdmetro e ressuspensas em
meio RPMI1640 na concentracdo de 1x107 células/mL. Para permitir a ades&o de C.
albicans na superficie interna, os dispositivos do grupo Dispositivo/Candida foram
colocados em placas de cultura de 6 pocos, contendo 1x10’ leveduras/mL da
suspensao em meio RPMI1640. Posteriormente a incubacdo a 37°C por 90 minutos
com agitacdo a 75 rpm, os dispositivos foram lavados com PBS para remover as
células que ndo se aderiram. Ap0Os a permanéncia dos dispositivos em boca durante
0os periodos experimentais, os mesmos foram removidos e imediatamente
congelados para posterior andlise da expressdo das SAPs. Nestes periodos, todos
0S animais tiveram suas linguas e palatos avaliados clinicamente. A escala de
Newton foi utilizada para classificar a estomatite protética, na qual petéquias
dispersas pela mucosa palatal séo classificadas como tipo I; eritema macular como
tipo Il; e eritema difuso com hiperplasia papilar como tipo Ill. Para contagem de
leucécitos, amostras de sangue de cada animal também foram coletadas. Apés a
eutanasia em cada periodo experimental, os ratos tiveram seus palatos removidos
para analise microscépica utilizando as coloracbes H.E. e PAS. O grupo
Dispositivo/Candida apresentou alteragcbes nas porcentagens de neutrdfilos e
linfécitos quando comparado aos demais grupos, principalmente no quarto dia, no
gual houve aumento significativo da porcentagem de neutréfilos e diminuicdo
significativa na porcentagem de linfocitos. Clinicamente, foram observados sinais de
inflamacdo grau | na escala de Newton também no grupo Dispositivo/Candida no
guarto dia. Microscopicamente, o grupo Dispositivo/Candida apresentou epitélio
escamoso estratificado hiperplasico, com hiperortoqueratinizacdo e projecdes
papilares exofiticas, principalmente ao quarto e sexto dia. As maiores expressdes
relativas de SAPs 2, 5 e 9 deram-se no quarto dia. A concordancia dos achados
moleculares com o0s aspectos clinicos, microscépicos e séricos observados ao
guarto dia mostrou que esse modelo experimental pode ser utilizado em futuros

experimentos.

2.2.2 Em animais imunocompetentes sob antibioticoterapia

Yano et al.>® (2016) tiveram como objetivo determinar o papel da formagéo
do biofilme no dano a mucosa utilizando cepas de C. albicans DAY185 e cepas
mutantes e reconstituidas (efgl” e bcrl™). Para o estudo da formac&o do biofilme in

vitro, amostras de resina acrilica autopolimerizavel foram confeccionadas e
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colocadas em placas de 6 ou 12 pogcos. Um volume de 100 pL das diferentes cepas
de Candida na concentracdo de 1 x 10" UFC/mL foi inoculado nos corpos de prova,
os quais foram incubados por 3 h a 37°C e entdo gentiimente lavados em PBS 1x.
Em seguida, as amostras foram imersas em saliva por 24 h a 37°C antes de serem
processadas para analise microscopica. Para andlise da formacédo de biofilme na
mucosa ex Vvivo, ratos foram eutanasiados e tiveram a mucosa do palato removida e
colocada em placas de 12 pocos. O tecido foi lavado 1x em PBS e, na sequéncia,
ficou exposto ao ar. Um inéculo de 100 pL das diferentes cepas de Candida na
concentracdo de 1 x 107 UFC/mL foi adicionado a superficie do tecido palatal. As
amostras foram entdo incubadas da mesma forma descrita no experimento in vitro.
Para o modelo in vivo, ratos eutimicos sem pelos foram mantidos em gaiolas
individuais e receberam dieta gel uma semana antes da instalagcdo dos dispositivos,
os quais foram confeccionados da mesma forma descrita por Lee et al.>® Além disso,
guatro dias antes da inoculagdo, os animais receberam amoxicilina e &acido
clavulanico na agua de beber. As cepas foram inoculadas em uma formulacéo gel na
concentracdo de 1 x 10° UFC/mL diretamente sobre o palato. O processo de
contaminacgdo foi realizado 3 vezes, com intervalos de 3 dias entre eles. Para a
guantificacdo do crescimento flngico, swabs estéreis foram esfregados de maneira
delicada sobre a parte removivel do dispositivo e o palato. Essa coleta foi realizada
semanalmente até o fim do experimento. Apés 4 semanas, os animais foram
eutanasiados e os palatos foram removidos cirurgicamente e designados para
diferentes analises. Os niveis de lactato desidrogenase no tecido palatal foram
determinados colorimetricamente utilizando um kit especifico e seguindo as
instruc6es do fabricante. A mucosa do palato e os dispositivos também foram
analisados em microscopia confocal a laser e MEV. Apenas a cepa DAY185 exibiu
formacdo de arquitetura tipica de biofilme, tanto no estudo in vitro, como no estudo
ex vivo, a qual foi confirmada por ambas as técnicas de microscopia citadas. No
estudo in vivo, a cepa DAY185 apresentou crescimento fungico com formacéo de
biofilme espesso, a cepa efgl” apresentou crescimento apenas de leveduras
dispersas e a cepa bcrl” desenvolveu biofilme com crescimento de hifas, porém,
significativamente mais fino e com o padrdo de crescimento disperso. A
guantificacdo do crescimento fungico revelou redugdo na colonizagdo com o passar
do tempo nos animais que foram inoculados com a cepa efgl”’. Os animais

inoculados com as cepas efgl™ e bcrl” apresentaram danos teciduais minimos e
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perda de peso, enquanto aqueles que receberam a cepa DAY185 demonstraram o

oposto.

2.2.3 Em animais imunossuprimidos

Nett e colaboradores® (2010) tiveram como objetivo estudar o processo de
formacgao do biofilme de C. albicans. Para tal, utilizaram ratos Sprague-Dawley livres
de patogenos especificos, os quais foram mantidos em gaiolas metabdlicas e
alimentados com dieta liquida. Anteriormente a instalacdo dos dispositivos intra-
orais, os animais foram imunossuprimidos com uma dose Unica de cortisona,
administrada subcutaneamente na concentracdo de 200 mg/Kg. Para a confecgao
dos dispositivos, um fio ortoddéntico foi colocado sobre o palato duro e introduzido
entre 0s molares superiores para servir como ancora para 0 material.
Microrretengdes foram criadas ao se aplicar um gel de cloreto de benzalconio sobre
os molares. Uma espéatula metélica foi colocada sobre o palato para criar um espaco
com cerca de 1 mm entre o tecido e o material do dispositivo, que seria utilizado
para inoculagdo da Candida. Resina acrilica autopolimerizavel foi manipulada e
aplicada sobre os molares e o fio ortodontico para criar uma superficie com
aproximadamente 2 mm de espessura. Apés a remoc¢ado da espatula, cem pL de
uma suspensdo de C. albicans na concentragdo de 1 x 10® UFC/mL foram
inoculados sobre o palato duro. Os animais foram eutanasiados 6, 24, 48 ou 72 h
depois para analise histopatoldgica ou para remocdo dos dispositivos e posteriores
analises. Para determinar a concentracdo de microrganismos viaveis nos
dispositivos, foi realizada a contagem de UFC. Apés a remocdo, os dispositivos
também foram analisados em MEV e microscopia de varredura confocal a laser. As
linguas e palatos foram removidos cirurgicamente e processados para andlise
histopatoldgica, empregando as coloracdes H.E. e metenamina de prata de Gomori
(GMS). Também se avaliou a resisténcia fungica ao tratamento com a administragao
por via topica e sistémica de triazol e equinocandina. Os farmacos foram aplicados
sobre o biofiime maduro e o tratamento continuou por 48 h, até a remocdo dos
dispositivos. Nenhum animal apresentou-se doente durante o experimento e o0
consumo de agua e racdo continuou normal. A cavidade bucal ndo apresentou sinais
de inflamagédo ou supuracdo. A carga de microrganismos viaveis nos dispositivos
aumentou com o passar do tempo, sendo que com 6 h de uso, <2 logio

UFC/dispositivo de Candida spp. e bactérias estavam aderidas a superficie,
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enquanto que com 48 h de uso, aproximadamente 6 logio UFC/dispositivo de
Candida spp. e 8 logio UFC/dispositivo de bactérias foram contabilizadas. Tais
achados foram corroborados pelas analises em MEV e microscopia confocal, as
guais mostraram a presenca de um biofilme de C. albicans com bactérias aderidas,
além de células do hospedeiro e uma matriz extracelular. A aplicacdo de triazol,
fluconazol e micafungina ndo reduziu de forma efetiva a carga viavel de C. albicans
nos dispositivos. Em H.E., notou-se a ocorréncia de inflamag¢é&o, com a presenca de
células polimorfonucleares e o epitélio ndo se apresentava atrofico. A invasao

tecidual de hifas de Candida foi confirmada pela coloracdo GMS.

A Tabela 1 apresenta um resumo com as principais caracteristicas dos

estudos de inducéo de estomatite protética mencionados.



Tabela 1. Principais caracteristicas dos modelos de indu¢céo de estomatite protética descritos na Revisao de literatura

TEMPO DE

P ANTIBIOTICO/ METODOS DE TEMPO DE ACHADOS
AUTORES INOCULO DISUPS(g)SIIDTCI)?OS IMUNOSSUPRESSOR ANALISE AVALIA(;AO CLIiNICOS DEMAIS ACHADOS
30 mg- final d Hiperplasia e atrofia
Olsen e coqcentragao nao - . UL Inflamacéo epitelial, eventuais
Boldevik EEEEL — 2 semanas Né&o ATETEE VIR @ GELIE SEMENT) intensa abséessos
(1978)* aplicados sobre a histologica de uso dos generalizada paraqueratose, sem
parte interna do dispositivos penetraco de hifas
dispositivo
ADGS remocio Invasédo de hifas,
30 mg — 3 x10%° P dos ¢ Eritema formagdo de
blastoporos/mL — dispositivos ou difuso, mais microabscessos,
Shakir et al. aplicados sobre o 1,2,40u6 NZo Andlise visual e pa 65 2 evidente infiltrado inflamatério
(1981)% palato e parte semanas histoldgica semrfnas sem apos 4-6 difuso. Auséncia de
interna do o USO dos semanas de  sinais apés 2 semanas
dispositivo uso sem o uso dos
mesmos X »
dispositivos
_ 30 mg — 3 x10% o Ao fim do HiperplasiaNepiteIiaI,
Shakir eglal. blastéporos/mL — 2 semanas N3o Andlise visual e periodo N0 citados formagéo de
(1983) aplicados sobre o histolégica experimental microabscessos,
palato P invasao de hifas
Apbs remogédo
30 mg — 3 x10%° Andlise visual e P dos ¢ s -
Lamb e blastoporos/mL — histoldgica dispositivos ou Epitélio hiperplasico,
Martin i (5) b 4 semanas Nao 9 d’ post 2 NA&o citados infiltrado inflamatdrio,
(1983)2 aplicados sobre o contagem de apos invas3o de hifas
palato UFC/mL semanas de
tratamento
30 mg —5x 108 e IS EIME LR
. , Analise visual e dos L
Norris et al. blastéporos — P — T —— Sinais clinicos e
(1985)%8 aplicados sobre a 4-8 semanas N&o conta egm e pa s 4 N&o citados histoldgicos de
parte interna do 9 P estomatite protética
dispositivo UFC/mL semanas de
tratamento
30 mg — 3 x 10 semAapn(;Ss%sem Areas Hiperplasia e atrofia
blastéporos/mL — Analise visual e o USO dos eritematosas epitelial,
Shakir etal.  aplicados sobre o 2-4 semanas ~ histolégica, ; s . ! microabscessos.
22 Nao dispositivos ou  difusas apos e S
(1986) palato e parte contagem de an6s 2 2 semanas Auséncia de sinais
interna do UFC/mL P apos 2 semanas sem o
. . semanas da de uso : o
dispositivo uso dos dispositivos

reinstalacdo

43



Shakir et al.

(1986)%

Martin et al.

(1987)%¢

Martin
(1989)%7

Jennings e
MacDonald
(1992)*

Nett et al.
(2010)*°

Johnson
et al.
(2012)®

Tobouti
et al.
(2016)*

Yano et al.
(2016)%

30 mg — 3 x 102

blastéporos/mL —

aplicados sobre o
palato

30 mg —
concentragdo nao
informada —
aplicados sobre o
palato

30 mg - 3 x10%°
blastéporos/mL —
aplicados sobre o

palato
60 mg —
concentragdo ndo
informada -
aplicados sobre a
parte interna do
dispositivo

100 pL — 1 x 108
UFC/mL —
aplicados sobre o
palato

Pasta de 50 mg — 1
x 100 UFC/mL —
aplicada sobre o

palato

1 x 107 UFC/mL —
dispositivos
contaminados com
biofilme

1 x 10° UFC/mL —
aplicada sobre o
palato

1,20u4
semanas

2 semanas

2 semanas

4 semanas

6, 24,48 ou 72
h

2,4,60u8
semanas

2,4 ou 6 dias

4 semanas

Cortisona dose Unica
200 mg/Kg — no dia da
inoculacao

Nao

Amoxicilina e &cido
clavulanico na 4gua de
beber — 4 dias antes da
inoculagdo (31,25 mg
em 200 mL)

Andlise histolégica e
da atividade mitética

MEYV e eletroforese
em gel

Analise histoldgica e
contagem de
coldnias/cm?

Andlise histolégica

Andlise visual,
histol6gica, MEV,
confocal e contagem
UFC/mL

Anadlise visual,
histolégica, MEV,
confocal e contagem
UFC/mL

Analise visual,
histolégica,
hematolégica e de
expressao das SAPs

Dosagem de lactato
desidrogenase,
MEV, confocal a

laser

Ao fim dos
periodos
experimentais

Apos a
remocao dos
dispositivos,

ao final do
tratamento ou
14 dias ap0s o

tratamento

Ao fim do
tratamento ou
apos 14 dias
do seu término

Ao fim do
periodo
experimental

Ao fim dos
periodos
experimentais
ou ap6s 48 h
de tratamento

Ao fim dos
periodos
experimentais

Ao fim dos
periodos
experimentais

Ao final de
cada semana

Nao citados

N&o citados

Nao citados

N&o citados

Auséncia de
inflamacgéo
ou
puruléncia

Eritema
difuso e
edema

Petéquias
dispersas

pela mucosa

palatal

Edema e
eritema da
mucosa
palatal

Aumento da espessura

do epitélio e da
atividade mitética (42
semana)
Desorganizagéo da
barreira de

permeabilidade do
epitélio palatal (ap6s

remocao dos

dispositivos)

Hiperplasia epitelial,
inflamacao tecidual
(H.E.), crescimento de
leveduras

Hiperplasia epitelial,
invasao de hifas e
formacéao de
microabscessos

Formacao de biofilme
de Candida (MEV e
confocal), inflamacgéo
tecidual, invasao de
hifas (H.E. e GMS)
Formacéao de biofilme
(MEV e confocal),
severa inflamacgéao
tecidual (H.E.)-6a8
semanas
Aumento dos
neutréfilos, hiperplasia
epitelial, maior

expressao de SAPs — 4

a 6 dias

Formacao de biofilme
espesso (MEV,
confocal) — cepa
DAY185

Fonte: O autor.

44



45

2.3 TOXICIDADE SISTEMICA CAUSADA PELA CLOREXIDINA
2.3.1 Estudos em animais

Com o intuito de verificar o potencial cariostatico da Clx em modelo animal,
Kornman et al.** (1973) forneceram dieta cariogénica e concentracdes variaveis de
Clx na agua de beber de ratos albinos Charles River. Inicialmente, os animais foram
divididos em 4 grupos (n=24), sendo eles: 1: apenas agua destilada; 2: 0,2% de CIx;
3: 0,1% de ClIx; e 4: 0,05% de ClIx. Essas solu¢cdes foram dadas ad libitum e seu
consumo foi verificado a cada 2 dias. Tendo em vista que 0s grupos das
concentragcbes mais altas de Clx apresentaram menor ingestéo das solugdes, optou-
se por realizar um segundo experimento com 5 grupos (n=35), adicionando um novo
grupo, o qual recebeu CIx a 0,2% com 25 g de sacarose adicionados a agua,
visando mascarar o gosto indesejavel da CIx e melhorar a aceitacdo por parte dos
animais. Os grupos 3 e 4, com menor concentragdo de Clx, apresentaram consumo
de 4gua semelhante ao grupo 1. Os ratos do grupo 2 apresentaram reducdo na sua
massa corporea no inicio do experimento, mas voltaram a ganhar peso a partir do
qguinto dia. Os animais que tiveram sacarose adicionada a &agua terminaram o
experimento com peso superior a0 grupo da mesma concentracdo sem o agUcar.
Apesar de ter reduzido significativamente a incidéncia de lesGes cariosas, foi
possivel observar perda de pélos, sendo a maior perda observada no grupo

submetido & maior dose de Clx.

Chow, Hirsch & Buttar*® (1977) compararam a toxicidade sistémica induzida
pela administracdo de Clx ou do triclosan por via oral ou por via percutanea. Ratos
machos adultos e filhotes com quatro semanas foram randomizados nos grupos
controle ou de tratamento. Os grupos de tratamento receberam uma Unica dose via
oral de 10 mL/kg de triclosan ou Clx, enquanto o grupo controle recebeu 0 mesmo
volume, porém, apenas com o veiculo. Apos 24 h, os ratos eram anestesiados,
eutanasiados e seus rins eram excisados e colocados em solugao salina gelada. Os
rins de diversos filhotes foram reunidos, a fim de se obter tecido suficiente para
analise. O tecido coletado era colocado em béqueres contendo 2,7 mL de meio
tampéo de fosfato com os metabolitos acido para-amino-hiparico (PAH) e N-metil-
nicotinamida (NMN). Antes da eutanasia dos animais, foi realizada a coleta de
sangue para avaliacdo do nitrogénio uréico sanguineo (BUN) e também da

transaminase glutdmico-oxalacética (TGO) e transaminase glutamico-pirtvica (TGP).
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A administracdo da CIx por via oral produziu uma depressao dose-dependente no
acumulo de PAH e NMN. Nos ratos adultos, o acimulo de PAH era mais suscetivel
ao efeito inibitério da CIx. Por outro lado, o acumulo de NMN foi significativamente
reduzido tanto em adultos quanto em filhotes a partir da concentragdo de 0,5 g/kg.
Nos ratos adultos, a TGO e a TGP apresentaram-se significativamente elevadas
com a administracdo da Clx nas concentracdes de 1 g/kg e 2 g/kg. Para os filhotes,
essas alteracbes foram observadas para a concentracdo de 1,5 g/kg. As
concentracfes de BUN estavam significativamente mais altas tanto para os ratos
adultos quanto filhotes, a partir da concentragcdo de 1 g/kg de Clx. Os ratos que
receberam 2 g/kg de CIx apresentaram mortalidade de 20%, enquanto que
concentracdes inferiores a essa ndo causaram morte nem para ratos adultos, nem
para filhotes. Para a analise da toxicidade dos farmacos administrados por via
percutanea, fatias dos rins de animais que néo receberam nenhum tratamento foram
coletadas e colocadas em béqueres contendo o meio tampdo de fosfato e os
metabdlitos PAH e NMN, e nele eram adicionados triclosan ou CIX nas
concentracdes 10° e 10 M. A adicdo dessas substancias ao meio de incubacgéo
contendo as fatias de rins produziu uma depresséo dose-dependente no acumulo de
PAH e NMN. A CIx na concentracdo 10° n&o produziu reducdo significativa no
acumulo de PAH, j& em 10 houve reducdo de mais de 28%. Em contraste, 0s
valores do NMN reduziram notavelmente: 54% e 81% nas concentragdes 10™° e 104,
respectivamente. Os resultados obtidos sugeriram que a Clx promove altera¢cdes

hepaticas e renais.

Case® (1977) reuniu diversos estudos sobre a toxicidade sistémica da Clx
em diferentes espécies de animais. Em um deles, cées receberam doses por via oral
gue variavam entre 50 e 150 mg/Kg de CIx por 7 semanas. Com excecao de
vOmitos, nenhum outro sinal clinico foi detectado. Lesbes nas corneas de coelhos
foram provocadas com concentragdes de Clx iguais ou superiores a 1%, porém, em
doses inferiores a 0,5% essas reacfes ndo ocorreram. Em uma pesquisa de
teratologia, sessenta ratas gestantes receberam gluconato de Clx nas concentracdes
de 10, 25 e 50 mg/Kg por via oral. O tamanho da ninhada e o desenvolvimento
embrionario e fetal ndo foram alterados ap6s a administracdo da Clx em comparacao
ao grupo controle. Durante 2 anos, ratos receberam doses de até 50 mg/Kg de CIx

na agua de beber, com animais eutanasiados nos periodos de 3, 6, 9, 12 e 18
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meses. O gosto desagradavel da Clx na concentracdo de 50 mg/Kg inibiu o consumo
de &gua por parte dos animais, 0 que levou a desidratacdo de alguns deles. Com
isso, a dose maxima foi alterada para 40 mg/Kg. O consumo de comida né&o foi
prejudicado no decorrer do estudo. Nenhuma alteragcdo hematologica ou clinica foi
encontrada, sendo que a Unica diferenca detectada foi com relacdo a proporcao do
peso dos 6rgdos e 0 peso corpdéreo no grupo de maior dosagem. O exame
histologico de 30 tecidos revelou apenas uma alteracao significativa, o aparecimento
de células gigantes em linfonodos mesentéricos. O autor ainda relata que nao existe

evidéncia de qualquer tipo de efeito tumorigénico relacionado ao uso da CIx.

Henschen e Olson*? (1984) utilizaram 69 ratos albinos Sprague-Dawley para
verificar a degeneracdo aguda de terminacdes nervosas adrenérgicas apos
aplicacdo local de CIx. Os animais receberam solugdes de 0,05%, 0,1%, 1%, ou
1,5% de acetato de ClIx, as quais foram injetadas na camara anterior de seus olhos.
Realizou-se a eutanasia 2, 6, 15, 51 e 59 dias ap6s a administracdo. O fluido da
camara anterior dos olhos ficou opaco imediatamente apés a injecdo das solugdes
com concentracdo acima de 0,1%. Dois dias depois do experimento, as veias da iris
apresentaram-se dilatadas e cheias de sangue. No grupo que recebeu a
concentracdo de 1,5%, as iris estavam rigidas e frageis no 59° dia. A ClIx apresentou
uma pronunciada degeneracdo dose-dependente dos nervos adrenérgicos da iris.
Foi observado que 95% dos nervos degeneraram dois dias apds a injecdo das doses
mais altas de CIx. Os autores concluiram que a CIx aplicada em tecidos

desprotegidos pode causar degeneracao das fibras nervosas autbnomas.

A acdo aguda direta da CIx nos pulmdes de ratos Sprague-Dawley foi
investigada por Orito et al.>® (2006). Os animais foram divididos em 4 grupos:
solucéo salina (controle), gluconato de Clx a 0,01%, 0,1% e 1%. Sob anestesia, 0s
ratos foram colocados em posi¢cdo supina, e um tubo guia foi inserido na traqueia.
Outro tubo mais fino foi inserido no interior do tubo guia e sua ponta foi colocada na
porcao distal da primeira ramificacdo esquerda da traqueia. As substancias foram
injetadas vagarosamente no volume de 300 puL/Kg. Um minuto apos a administracao,
ambos os tubos foram retirados cuidadosamente. Trés animais de cada grupo foram
sacrificados 1, 7, 28 e 84 dias ap6s o procedimento para analise histopatoldgica. Os

pulmdes foram removidos, perfundidos, fixados, processados e corados com Azan.
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Nenhum animal apresentou dispneia, cianose ou qualquer alteracao respiratéria em
nenhum dos periodos avaliados. Nenhuma alterac&o histopatoldgica foi encontrada
no pulméo direito. Ndo foram encontradas alteragcfes significativas no pulméo
esquerdo do grupo controle sacrificado 1 dia apos a administragdo, com excecéo de
discreto edema intersticial e congestado dos capilares. Essas alteragcfes comegaram
a diminuir ap6s 7 dias e ndo foram detectadas 28 dias depois da exposicdo a
solucdo salina. Um dia depois da administracdo de CIx a 0,1% ou 1%, congestao
severa dos alvéolos e capilares foi observada. Exsudato foi encontrado
principalmente na periferia dos focos hemorrdgicos. As alteragdes inflamatorias
foram mais severas no grupo de maior concentracao. Infiltracdo de macrofagos intra-
alveolares ainda se fazia presente 28 e 84 dias ap0s 0 experimento nas

concentracdes de 0,1% e 1%.

Faria e colaboradores®® (2007) caracterizaram lesées induzidas por injecbes
de CIx na pata de camundongos em intervalos de tempo determinados (24 e 48 h, 7
e 14 dias). Paratal, 120 camundongos Balb/c pesando cerca de 20 g foram divididos
em 5 grupos (n=24): controle (agua destilada), 0,125%, 0,25%, 0,5%, e 1% de
digluconato de CIx 20% diluido em agua destilada. Sob anestesia, as solu¢cdes foram
injetadas na pata traseira direita dos animais subplantarmente. Utilizando um
paguimetro, o aumento de volume causado foi determinado ao se comparar com a
espessura inicial das patas nos intervalos de tempo estabelecidos. Trés
mensurag¢fes consecutivas de cada pata foram realizadas por um avaliador cego, e
a meédia foi considerada o valor final para cada animal. La&minas com amostras da
pele foram coradas com H.E. e observadas em microscopio de luz. A avaliagédo
gualitativa considerou a presenca de necrose tecidual e/ou inflamacdo, e a
intensidade e natureza da resposta inflamatéria. A Clx induziu edema de maneira
dose-dependente. A resposta méaxima foi observada 24 h apés a injecao de CIx. A
espessura das patas voltou ao normal 7 dias depois das inje¢cdes nas concentracdes
de 0,125% e 0,25%. Para as concentracfes de 0,5% e 1%, a espessura das patas
reduziu ao longo do tempo, mas ainda se apresentou significativamente elevada
guando comparada ao grupo controle 14 dias ap0s as inje¢des. Histologicamente, as
concentragcbes de 0,5% e 1% provocaram necrose por coagulacdo na epiderme,
derme e tecido subcutdneo, associada a infiltrado inflamatério composto

principalmente por neutréfilos. A concentracdo de 0,125% nao teve efeito
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necrotizante, mas ainda assim induziu uma resposta inflamatéria moderada.
Completo reparo tecidual foi observado 14 dias apés as injecbes de Clx nas
concentragbes de 0,25%, 0,5% e 1%, mas algumas células mononucleares e

discreto edema ainda persistiam nas concentragdes de 0,5% e 1%.

Propondo investigar o potencial da Clx em causar danos em nivel de DNA
nos leucécitos, figado, rins e bexiga, Grassi et al.*® (2007) utilizaram 10 ratos Wistar
pesando cerca de 250 g, os quais foram divididos em dois grupos (n=5): controle
negativo e experimental. O grupo experimental recebeu diariamente 3 mL de
digluconato de CIx a 0,12% via gavage, durante 8 dias. Todos os animais foram
eutanasiados apés esse periodo. Depois da eutanésia, cerca de 1 mL de sangue foi
coletado via puncdo cardiaca. Fragmentos centrais do rim e do figado foram
coletados e colocados em NaCl a 0,9%. O sobrenadante foi descartado e
suspensodes celulares de cerca de 10 pL foram utilizadas para o ensaio cometa. A
bexiga foi aberta e enxaguada em NaCl a 0,9%. A mucosa foi removida utilizando
laminas descartaveis e transferida para tubos contendo 100 pL de PBS. Cerca de 10
UL da suspenséo celular também foram utilizados para o ensaio cometa. Diferencas
significativas foram encontradas nas ceélulas do sangue e rins ao se comparar com
0S animais do grupo controle, sugerindo que esses sdo sitios particularmente
suscetiveis a danos ao DNA apds exposicao a CIx. Os autores sugerem que tais
resultados poderiam servir como alerta para uma correta avaliagdo de pacientes em
casos de ingestdo acidental, visto que danos ao DNA s@o um importante passo em

direcéo ao desenvolvimento de cancer.

Monteiro et al.®! (2011) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar
histologicamente e histomorfometricamente a resposta do tecido conjuntivo frente ao
implante de um chip de CIx no subcutaneo de ratos. Sob anestesia, trinta e cinco
ratos Wistar receberam implantes de um chip de CIx no subcutaneo do lado direito e
de uma membrana de politetrafluoro etileno no lado esquerdo, como controle. Os
animais foram sacrificados 1, 3, 5, 7, 10, 14 e 21 dias apdés a colocacdo dos
implantes e as amostras contendo os materiais testados foram fixadas em formalina
a 10% e processadas para analise histologica. As laminas obtidas foram coradas
com H.E. e analisadas em microscopio de luz. Foram analisados 8 campos

histol6gicos referentes a area cirdrgica para analise histomorfométrica, os quais
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foram selecionados de maneira randomizada. Escores foram atribuidos para
caracterizar qualitativamente os parametros da reacdo inflamatoria, considerando a
presenca de neutrofilos, linfécitos, plasmaocitos, eosindfilos e macréfagos. As laminas
também foram classificadas de acordo com a severidade da inflamag&o. As imagens
histol6gicas do material controle mostraram infiltrado inflamatdrio inicial moderado,
com predominancia de células polimorfonucleares, edema e tecido de granulacao.
Algumas células gigantes multinucleadas foram encontradas na regido da interface
do material ao 3° dia e persistiram até o 21° dia. Os animais sacrificados 1 dia apos
o implante do chip de CIx apresentaram hemorragia, edema e intenso infiltrado
inflamatério com predominancia de neutréfilos adjacentes ao material. Durante a
analise do 3° dia e periodos subsequentes, tecido de granulacao foi encontrado fora
do infiltrado. Ao 10° dia, detectou-se degradacdao do material, caracterizada
principalmente por lacunas preenchidas por neutroéfilos e macrofagos. O processo de
degradacdo aumentou com o tempo. Diferencas foram encontradas ao analisar a
resposta inflamatéria causada pelos materiais testados, sendo que o processo de
inflamacdo ndo reduziu com o passar do tempo no grupo da CIx. Os autores
concluem que o chip de CIx comportou-se de maneira citotdxica e que mais estudos

seriam necessarios para avaliar a citotoxicidade e biocompatibilidade desse material.

Xue e colaboradores*? (2011) investigaram os efeitos toxicos pulmonares
agudos da ClIx posteriormente a sua administracdo via intratraqueal em ratos
Sprague-Dawley. Os animais foram divididos em 3 grupos (n=10): controle
(administragdo de &gua destilada), grupo de baixa dose (0,02% de digluconato de
Clx) e grupo de alta dose (0,2% de digluconato de CIx). Sob anestesia, as solu¢gdes
foram instiladas intratraquealmente em um volume de 500 pL/Kg. Cinco ratos de
cada grupo foram eutanasiados para necropsia 1 e 7 dias apds o procedimento.
Coletou-se 0 sangue e Orgaos para realizagdo de analise hematologica, bioguimica,
histopatologica e para determinagcdo da concentracdo da CIx pelo método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Macroscopicamente, edema e
hemorragia pulmonar foram encontrados em 3 dos 5 ratos pertencentes ao grupo de
alta dose 1 dia ap6s a administracdo de Clx. Em ambos os periodos experimentais,
houve aumento estatisticamente significativo da contagem de leucdcitos no grupo de
alta dose quando comparado ao grupo controle. Notou-se aumento significativo dos

niveis de proteinas totais, nitrogénio Urico sanguineo (BUN) e creatinina nos animais
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do grupo de alta dose sacrificados 1 dia apés a injecdo de CIx. Detectou-se reducao
significativa nos niveis de proteinas totais e albumina para ambos o0s grupos
experimentais apos 7 dias da administracdo da CIx e aumento significativo das
concentracbes de creatinina e lactato desidrogenase no grupo de alta dose
sacrificado ap6s 7 dias. Os pulmdes do grupo de alta dose sacrificados ap6s 1 dia
apresentaram edema severo, congestdo dos alvéolos e capilares e infiltrado
inflamatorio, porém, tais alteracdes regrediram no grupo de 7 dias. Discreto edema
intersticial e infiltrado inflamatério foram constatados nos pulmdes do grupo de baixa
dose. Leve edema dos hepatécitos foi identificado em ambos o0s grupos
experimentais. A concentragdo de Clx presente nos pulmdes era 10 vezes maior do
gue nos rins e 20 vezes maior do que no figado, especialmente nos ratos do grupo
de maior dose. No periodo de 7 dias, a concentracdo de ClIx nos pulmdes estava
ainda mais alta e era 30 vezes superior a dos rins. Os autores sugerem que 0S

efeitos citotoxicos da Clx provocaram essas reagdes nos animais.

Em outro trabalho, Xue et al.’? (2012) compararam os efeitos toxicos
provocados pela ingestdo ou injecdo de diferentes surfactantes e desinfetantes
ibnicos. As substancias testadas foram: cloreto de benzalcénio (BZK) e de
benzetonio (BZT), cloridrato de alquildiaminoetilglicina (AEG), sulfonato de
alquilbenzeno linear (LAS), éter de poli oxietileno (PEC), CIx (CHX) e como controle,
solucdo salina. As drogas foram administradas em ratos Sprague-Dawley sob
anestesia por via oral ou intravascular. Diferentes doses foram analisadas para cada
substancia, variando entre 15 e 150 mg/Kg na via intravascular e entre 250 e 1250
mg/Kg na administragdo via oral. As concentra¢fes utilizadas para anélise em HPLC
do sangue, pulmdes, figado e rins foram de 15 mg/Kg intravascularmente ou 250 e
1250 mg/Kg via oral. Trés animais receberam cada concentracdo e as
manifestacdes toxicas foram avaliadas por 24 h apds o experimento. Em seguida,
realizou-se a coleta de sangue por puncdo cardiaca e, entdo, a eutanasia. A
resposta dos animais frente as diferentes vias de administracdo variou bastante
entre os quimicos testados. Os animais que receberam Clx nas doses de 15 a 20
mg/Kg intravascularmente morreram. Na administragcdo via oral, todos os animais
gue receberam a dose de 250 mg/Kg sobreviveram por 24 h, porém, ao se
administrar a CIx na concentracdo de 1250 mg/Kg, os ratos encontraram-se em

pobres condi¢cbes, sem consumo de agua ou racao. Os niveis de CIx estavam mais
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elevados nos pulmdes e rins do que no figado e sangue. Quase todos os animais
gue receberam CIx morreram de dispneia durante ou logo apés a injecdo. O exame
patolégico detectou a presenca de erosdo, petéquias hemorragicas, necrose e
congestdo no trato gastrointestinal e danos severos nos pulmdes. Alguns animais
que receberam a Clx por via intra-arterial praticamente ndo urinaram e outros
apresentaram severa hematuria. O efeito toxico primério considerado nesse caso foi
insuficiéncia renal. Tais resultados sugerem que os pulmdes e rins possam ser
orgaos-alvo para esse tipo de substancia. Ao se ranquear a toxicidade dos produtos
testados, a Clx igualou-se ao BZK e BZT, e estes foram mais toxicos do que as

outras substancias avaliadas.

A Tabela 2 apresenta um resumo com as principais caracteristicas dos

estudos em animais de toxicidade sistémica a clorexidina mencionados

anteriormente.



53

Tabela 2. Principais caracteristicas dos estudos em animais de toxicidade sistémica a Clx descritos na Revisao de literatura

AUTOR

ESPECIE

n AMOSTRAL

CONCENTRACAO
DA CLX

DOSE E VIA DE
ADMINISTRACAO

METODOS DE
ANALISE

PRINCIPAIS ACHADOS

Kornman
19734

Chow
19774

Henschen
198440

Orito
200659
Faria
200780

Grassi
200746

Monteiro
201152

Xue

20114

Xue
201252

Ratos albinos
Charles River

Ratos Wistar

Ratos albinos
Sprague-
Dawley
Ratos Sprague-
Dawley

Camundongos
Balb/c

Ratos Wistar

Ratos Wistar

Ratos Sprague-
Dawley

Ratos Sprague-
Dawley

59

51 adultos e 24
filhotes

69

42

120

10

35

30

3 ratos para
cada dose de
Clx

Gluconato de ClIx
(0,2%, 0,1% e 0,05%)
Gluconato de Clx
(0,25 g/Kg, 0,5 g/Kg,
1 g/Kg e 2 g/Kg)
Acetato de Clx
(0,05%, 0,1%, 1,0% e
1,5%)
Gluconato de CIx
(0,01%, 0,1% e 1%)
Digluconato de Clx
(0,125%, 0,25%, 0,5%
e 1%)
Digluconato de Clx
(0,12%)

Média de 150 ppm

Digluconato de CIx
(0,2% e 0,02%)

Gluconato de ClIx
(15 a 150 mg/Kg ou
250 a 1250 mg/Kg)

Agua de beber (durante
13 dias)
Via oral
(dose Gnica de
10 mL/KQ)

InjecBes nos olhos
(5 L)
Intrapulmonar
(300 pL/Kg)

Injecdo subplantar
(0,01 mL)

Gavage
(3 mL, 1 vez ao dia por
8 dias)
Chip reabsorvivel de
Clx instalado
subcutaneamente

Intratraqueal
(500 pL/Kg)

Intravascular ou via oral

Avaliacao visual

Analise bioquimica

Fluorescéncia

Analise histologica

Mensuracgéo da
espessura da pata
e histologica

Teste cometa

Analise histologica

Analise bioquimica,
hematoldgica,
histoldgica e HPLC

Andlise visual e
HPLC

Perda de pelos, reducdo no
peso

Aumento nas dosagens de
TGO, TGP e ureia

Dilatacé@o das veias oculares,
degeneracédo dos nervos
oculares
Congestao dos alvéolos e
capilares

Edema, necrose na epiderme,
derme e tecido subcutaneo

Dano no DNA das células do
sangue periférico e rins

Hemorragia, edema, intenso
infiltrado inflamatorio

Dificuldades respiratérias,
edema pulmonar e hemorragia,
aumento dos leucdcitos e
creatinina, congestéo dos
alvéolos
Danos severos nos pulmdes e
trato gastrointestinal. Niveis
elevados de Clx nos pulmées e
rins

Fonte: O autor.
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2.3.2 Relatos de casos em humanos

Rushton®® (1977) conduziu dois estudos a fim de verificar a absor¢cdo
sistémica da Clx. O primeiro envolveu 3 voluntarios, sendo que 2 deles receberam a
substancia dosada em capsulas de gelatina, enquanto o terceiro recebeu a Cix a
0,2% na forma de enxaguatério bucal. Os participantes tiveram seu sangue coletado
em intervalos frequentes durante as primeiras 24 h e sua urina e fezes coletados por
até 10 dias ap0Os a administracdo. No segundo experimento, dez voluntarios fizeram
bochechos duas vezes por dia com 1 mL de gluconato de Clx a 0,2%. Ao final de 6
semanas, amostras do sangue foram coletadas. Os achados indicaram que a
absorcdo sistémica da CIx foi minima e n&o resultou em niveis sanguineos

detectaveis.

Existem poucos relatos na literatura de ingestdo da Clx por humanos. Um
deles foi publicado por Massano et al.** (1982), no qual um paciente tentou cometer
suicidio ao ingerir 150 mL de gluconato de CIx. O paciente apresentou edema
faringeo e lesbes necroticas no esdfago, além de altos niveis de aminotransferase,
gue sO foram estabilizados apds seis meses do ocorrido. Realizou-se uma bidpsia
por agulha no figado, revelando degeneracédo gordurosa e hepatite lobular. Apesar
da Clx ser pobremente absorvida pelo trato gastrointestinal, os autores justificam tais
achados devido a alta dose ingerida da substancia, que resultou em necrose da

mucosa intestinal, favorecendo a sua absorcao.

Roche, Chinn & Webb*® (1991) relataram um caso de um paciente que
possuia o0 habito de bochechar e deglutir diariamente uma solucdo de 4% de
gluconato de CIx (Hydrex). ApGs apresentar vomitos intermitentemente durante dez
dias, foi realizada uma endoscopia, a qual revelou multiplas erosfes na parte inferior
do estbmago e primeira parte do duodeno. O esbdfago apresentava-se normal.
Histologicamente, verificou-se gastrite atréfica ativa, e os parametros hematologicos
e bioquimicos ndo estavam alterados. Ao ser descoberta a causa da gastrite, o
paciente foi orientado a interromper o habito. Apds seis semanas, nova endoscopia
foi realizada, mostrando recuperacdo das erosfes da mucosa, com alguns

resquicios de gastrite.
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Ishigami et al.*® (2001) apresentaram o relato de um paciente de 67 anos
gue se queixava de constipacdo e desconforto anal. Ele foi diagnosticado com
cancer colorretal e, pouco antes da cirurgia sob anestesia geral, recebeu por engano
4 mL de gluconato de CIx a 20% (0,8 g, 13 mg/Kg) via intravenosa, ao invés de um
relaxante muscular. Durante as 3 h seguintes, o paciente desenvolveu um estado
pré-choque, com pressao arterial de 70/35 mmHg e infiltracdo alveolar bilateral,
observada radiograficamente. No segundo dia, o edema pulmonar piorou, € no
terceiro, a condi¢ao respiratoria ainda ndo havia melhorado. A esta altura, o paciente
apresentava sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) e s6 demonstrou
melhora do quadro apds ter sido canulado percutaneamente para receber
oxigenacgao por membrana extracorporea. O paciente se recuperou e pbde realizar a
colectomia, sem apresentar sequelas neurologicas dentro de um periodo de 2 anos

de acompanhamento.

Hirata e Kurokawa®* (2002) relataram o caso de uma paciente de 80 anos de
idade que apresentava deméncia e que ingeriu 200 mL de Maskin (gluconato de Clx
a 5%). A paciente apresentou hipotenséo e rapida perda de consciéncia. Apesar do
tratamento intensivo, ela faleceu 12 h apés o ocorrido e a concentracdo de CIx

encontrada no seu soro estava notavelmente alta.

Outra ocorréncia, descrita por Kudo et al.*° (2002), envolveu uma paciente
de 58 anos com reumatismo articular que foi submetida a uma sinovectomia no seu
dedo médio da mao esquerda. Na manha seguinte a operacgdo, ela deveria receber
uma injecao de antibidticos via cateter venoso, seguida por 10 mL de solugao salina
contendo anticoagulante. Imediatamente ap0s a injecédo, ela relatou desconforto e 20
min depois sofreu uma parada cardiaca. A paciente foi a 6bito 101 min depois da
injecdo. Durante a investigacdo da causa mortis, foi levantada a suspeita da
paciente ter recebido por engano uma solu¢&o de gluconato de Clx a 20%, que era
destinada a outro paciente. A hipétese foi confirmada por meio da determinacéo da

concentracéo de CIx no soro da paciente utilizando HPLC.

Balit et al.®® (2006) acompanharam por dois anos duas centrais de
informacdo de envenenamento da Australia, para observacdo da ocorréncia de

ingestao de um medicamento composto por 20 mg/mL de lidocaina e 0,5 mg/mL de
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Clx. Esse medicamento era indicado para aplicacdo tépica na gengiva de dentes em
erupcao, porém, notou-se com frequéncia a ocorréncia de administracdo incorreta,
devido a semelhanca de sua embalagem com a embalagem de um preparo
pediatrico de Paracetamol. Das 198 ligacdes realizadas durante o periodo do
estudo, apenas dois pacientes relataram efeitos adversos, um deles envolvendo
angustia, perturbacdo e dificuldade na degluticdo de alimentos sélidos apdés 20 min
da administragéo, e o outro, a ocorréncia de dois vomitos. Essas altera¢des surgiram

e resolveram-se dentro de 1-2 h ap6s a administracdo do medicamento.

Abdallah*’ (2015) organizou um artigo de revisdo de literatura com trabalhos
publicados entre 1980 e 2014 usando os descritores “anafilactoide”, “anafilaxia” e
“clorexidina”. O autor concluiu que as rea¢fes de hipersensibilidade a Clx incluem
dermatites de contato, prurido, formacéo de vesiculas, urticaria, dispneia e choque
anafilatico. A incidéncia dessas reacdes e a morbidade e mortalidade relacionadas a
elas permanece desconhecida. A maior parte dos casos encontrados pelo autor

envolve pacientes em situagdes cirurgicas, visto que a Clx € um agente desinfetante

padrdo, utilizado para a antissepsia da pele durante o preparo cirurgico.

Os principais relatos destes casos podem ser observados na Tabela 3.

Tabela 3. Relatos de casos de administracédo inadequada de Clx e seus efeitos adversos

AUTORES CONCENTRACAO VIA DE METODOS DE PRINCIPAIS
DA CLX ADMINISTRACAO ANALISE ACHADOS
Via oral e uso externo Exame B o Byonf
R“Sh“’s’; 0,2% (bochechos com 1 hematoldgico e Absorgap sistemica
(2977) : minima
mL) de urina e fezes
Aumento da TGO e
Massano et Anélise TGP, edema
al. Nao informada Via oral (150 mL) bioquimica e faringeo, lesdes no
(1982)* patoldgica es6fago, hepatite
lobular
Roche, Endoscopia, Erosbes no
Chinn e : analise estbmago e
Webb e Viaaral histol6gica e duodeno, gastrite
(1991)%® bioquimica atréfica ativa
Ishigami et Exame clinico e Estado pré-choque,
al. 20% Intravenosa (4 mL) e edema pulmonar,
(2001)% radiografico SDRA
Hirata e
Kurokawa 5% Via oral (200 mL) N&o informado Obito ap6s 12 h
(2002)%4
K?;OOOS;S? . 20% Intravenosa (10 mL) HPLC Cléggssigolem?r?lto

Fonte: O autor.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

1. Avaliar diferentes métodos de descontaminacédo de dispositivos palatais acrilicos
para uso animal, bem como realizar e confirmar a contaminagdo dos mesmos com
biofilme padronizado de C. albicans;

2. Avaliar a duracdo da candidose bucal induzida por meio de diferentes protocolos
em ratos machos Wistar (Rattus norvegicus albinus) imunocompetentes;

3. Avaliar a efetividade da inducdo da estomatite protética em ratos Wistar

imunocompetentes sob antibioticoterapia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a efetividade da irradiacdo com energia de micro-ondas, da exposicao a
luz ultravioleta e do banho em ultrassom na descontaminacdo de dispositivos
palatais acrilicos para uso animal por meio da analise visual de crescimento e da
avaliacao espectrofotométrica do crescimento microbiano;

2. Avaliar a contaminagao dos dispositivos com biofilme maduro de C. albicans por
meio de contagem de UFC/mL e microscopia de varredura confocal a laser;

3. Avaliar a longevidade da candidose bucal induzida utilizando diferentes protocolos
em ratos machos Wistar imunocompetentes por meio de analise visual, contagem de
UFC/mL e andlise histopatolégica (H.E. e PAS).

4. Avaliar a efetividade da indugcdo da estomatite protética utilizando um protocolo
selecionado a partir do item anterior, em ratos Wistar imunocompetentes sob

antibioticoterapia, utilizando os mesmos métodos mencionados anteriormente.

3.3 HIPOTESES TESTADAS

1. Os dispositivos intra-orais seriam esterilizados por meio da irradiagdo com
energia de micro-ondas, exposicdo a luz ultravioleta e/ou do banho em
ultrassom e o protocolo de contaminagcdo permitiria a formagcdo de um
biofilme maduro de C. albicans na superficie dos dispositivos;

2. A candidose bucal induzida por meio de inoculagéo oral e/ou do dispositivo
intra-oral contaminado nos animais imunocompetentes duraria até quatro
dias apos a inducgao, sendo o fungo entéo eliminado pelo hospedeiro;

3. Os sinais de inducdo da estomatite protética seriam mais evidentes nos

animais imunocompetentes sob antibioticoterapia.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Para a execucdo do Estudo I, foram utilizados 53 ratos machos Wistar
(Rattus norvegicus albinus), sendo cinco para a avaliagcdo da efetividade da
esterilizacdo e contaminacdo dos dispositivos acrilicos, vinte para a avaliacdo da
longevidade da candidose bucal em ratos imunocompetentes e vinte e oito para a
avaliacdo da inducdo da estomatite protética em ratos imunocompetentes sob
antibioticoterapia. Os animais apresentavam aproximadamente 90 dias de idade e
pesavam em torno de 300 g°*%¢ e foram obtidos do Nucleo Avancado de Estudos da
Vida da Universidade Estadual de Ponta Grossa (NAEVI/UEPG), ap6s aprovacéo do
formulério de autorizac&o para uso de animais em pesquisa pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) desta Universidade (protocolo CEUA 048/2016 -
ANEXO A).

As condi¢des de alojamento e alimentac&o dos animais foram adequadas as
normas do NAEVI/UEPG. O protocolo experimental estd de acordo com o The
Guiding Principles for the Care and Use of Animals.

Os animais foram mantidos em grupos de trés por gaiola, sendo que cada
gaiola alojava animais de mesmos grupos experimentais. As condigcdes de
iluminacdo, ventilacdo, temperatura e umidade estavam de acordo com as normas
do NAEVI/UEPG: fotoperiodos de 12 h; cerca de 15 a 20 trocas de ar/hora;
temperatura entre 20° e 24°C e taxa de umidade relativa entre 45 e 55%.

Para a primeira etapa do estudo (esterilizacdo e contaminacdo dos
dispositivos), os animais receberam dieta soélida convencional proveniente do
NAEVI/UEPG e &gua ad libitum.

Para a segunda etapa (duragdo da candidose bucal em imunocompetentes),
0S animais receberam agua ad libitum durante todo o experimento e uma dieta
pastosa trés dias antes do periodo de inducdo da doencga.>® ApoOs esse periodo, 0s
animais foram alimentados com racédo sélida convencional. Para o preparo da ragao
pastosa, o p6 da racdo convencional foi peneirado e armazenado em um recipiente
hermeticamente fechado, ao qual foi adicionado agua diariamente até se obter uma
mistura homogénea de consisténcia pastosa. Cada rato recebeu uma quantidade
diaria aproximada de 30 g dessa mistura. A agua foi trocada diariamente. Os

animais nao foram, em nenhum momento, mantidos em jejum. Os animais
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contaminados eram mantidos em ambientes diferentes dos animais controles nao
contaminados, evitando assim a ocorréncia de infeccdo cruzada.

Para a terceira etapa (inducéo de estomatite protética em imunocompetentes
sob antibioticoterapia), os animais receberam os mesmos cuidados da segunda
etapa, com a diferenca que foi adicionada tetraciclina (Amanda Manipulacdes
Farmacéuticas, Ponta Grossa, PR) na agua de beber na concentracdo de 0,83
mg/mL.%"% Os animais receberam a agua com antibidtico sete dias antes da
inoculacdo de Candida e instalacdo de dispositivos contaminados e durante o
periodo de inducdo da estomatite protética.®® O consumo de agua era verificado
diariamente e o liquido era reposto antes de acabar.

Para a manipulagcdo dos animais, 0os pesquisadores utilizaram equipamentos
de protecéo individual (EPIs), de acordo com a Resolu¢cdao CEPE/UEPG n.057, de 13
de julho de 2004. Os materiais e instrumentais utilizados durante os experimentos
foram previamente esterilizados ou desinfetados.

Os animais foram submetidos a anestesia geral através da administracao
intraperitoneal de cloridrato de cetamina 75 mg/Kg (Ketalex; Rhobifarma Industria
Farmacéutica Ltda., Hortolandia, SP) e cloridrato de xilazina 5 mg/Kg (Xilazin;
Syntatec do Brasil Ltda., Cotia, SP).

No decorrer do experimento, a saude dos animais foi monitorada por meio
da observacado de condicdes como a quantidade de agua e racdo consumidas e
massa corporal. Outros aspectos como a ocorréncia de isolamento do resto do
grupo, dificuldades respiratérias, alteracdo na postura corporal, ocorréncia de
resisténcia a movimentacdo ou indiferenca ao manuseio e reducdo do grooming,
também foram levados em consideracdo. Caso algum animal viesse a se tornar
severamente doente ou debilitado, o mesmo seria eutanasiado antes do
experimento acabar, visando a redug&o do seu sofrimento.’%"?

Como critério de inclusdo, os ratos ndo deveriam apresentar C. albicans em
suas cavidades bucais anteriormente ao inicio do experimento.®** Com os animais
sedados, amostras da saliva foram coletadas durante 30 s utilizando swabs estéreis
(Labor Import, Osasco, SP), os quais foram previamente embebidos em caldo Brain
Heart Infusion (BHI) (Kasvi Imp. e Dist., Curitiba, PR) e entdo esfregados por toda a
cavidade bucal . O conteudo dos swabs foi transferido para tubos de Falcon
contendo 1 mL de caldo BHI, os quais foram homogeneizados em vortex (QL-901;

Biomixer, Curitiba, PR) e e incubados em estufa bacterioldgica (MA 033; Marconi
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Equipamentos Laboratoriais Ltda., Piracicaba, SP) a 37°C. Apos 24 h, as placas de
Petri contendo o meio de isolamento e identificagcdo de fungos, comercialmente
denominado Candida CHROMagar® (Candida Cromogénico; LB Laborclin, Pinhais,
PR), foram divididas em quadrantes e 25 pL deste caldo foram semeados em cada
um para identificar UFC.3* As placas foram, ent&o, incubadas em estufa a 37°C por
48 h e a interpretacdo dos resultados foi feita de maneira presuntiva pela andlise da
morfologia e da pigmentagéo das colénias. Como controle positivo, foram semeados
25 UL de uma suspensdo padronizada de C. albicans em placas de Candida
CHROMagar®. Os animais que apresentaram inicialmente Candida foram
substituidos. Neste método, as colbnias de C. albicans e C. dubliniensis aparecem

com colorac&o verde.’?

4.2 CONFECCAO DOS DISPOSITIVOS INTRA-ORAIS

A partir de um cranio seco de um rato, utilizado durante o estudo piloto, com
tamanho compativel aos dos animais que seriam utilizados nesta pesquisa, foram
confeccionadas moldeiras individuais de resina acrilica autopolimerizavel incolor
(Vipi Flash; Vipi® Ltda., Pirassununga, SP). Para tal, a maxila do cranio seco (Figura
1A) foi moldada utilizando silicone por condensacdo de consisténcia pesada
(Zetaplus; Zhermack, Badia Polesine, RO, Itdlia) e o molde obtido (Figura 1B) foi
vazado com gesso pedra especial tipo IV (Durone; Dentsply Ind. Com., Rio de
Janeiro, RJ) (Figura 1C). Foi realizado um alivio de 2 mm utilizando cera rosa n° 7
(Lysanda Prod. Odontol., S&o Paulo, SP) em toda a extensdo do modelo
previamente determinada (Figura 1D). A resina acrilica autopolimerizavel foi
proporcionada e manipulada de acordo com as instru¢des do fabricante e, entéo,
acomodada sobre o modelo (Figura 1E). Apdés a polimerizacdo, foi realizado o
acabamento e o polimento das bordas da moldeira (Figura 1F) com brocas de
tungsténio maxi-cutt e mini-cutt (Dhpro, Rhadartrade, Parangua, PR).

ApoGs sedagédo, os animais eram mantidos estabilizados em um suporte de
isopor envolto por papel aluminio e moldados utilizando poliéter (Impregum F; 3M do
Brasil, Campinas, SP) (Figura 2A). Apo6s os procedimentos de moldagem, os ratos
eram alojados em caixas e monitorados quanto a recuperacdo poOs-anestésica,
observando os padrdes respiratério e cardiovascular.”® Os moldes obtidos (Figura

2B) foram, ent&o, vazados com gesso pedra tipo 1V.>°
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A extenséo do dispositivo foi delimitada no modelo de trabalho (Figura 2C) e
seu enceramento foi feito de maneira que se apresentasse liso e plano (Figura 2D),
com 3 mm de espessura’ na regido do palato e com 2 mm nas faces vestibulares

dos molares. A espessura da cera era conferida utilizando sonda periodontal
milimetrada (Figura 2E).

FIGURA 1 — Confeccéo das moldeiras individuais. A:
Cranio seco de um rato; B: Molde e C:
Modelo anatbmico da maxila; D: Modelo
aliviado com cera; E: Resina acrilica
sobre o modelo aliviado; F: Moldeira
individual ap6s acabamento e polimento

Fonte: O autor.
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FIGURA 2 — Moldagem, vazamento e enceramento dos
modelos de trabalho. A: Moldagem de
trabalho; B: Molde e C: Modelo de
trabalho; D: Enceramento e E: Conferéncia
da espessura da cera

Fonte: O autor.

Os modelos de trabalho encerados foram incluidos convencionalmente com
gesso pedra tipo Ill (Herodent; Vigodent S.A. Ind. e Com. Ltda., Sdo Paulo, SP) em
mufla metdalica n® 6 (OGP Prod. Odontol. Ltda., Sdo Paulo, SP) (Figura 3A), sendo
confeccionada uma muralha de silicone por condensacdo de consisténcia densa
para uso laboratorial (Zetalabor; Zhermack) ao redor do modelo (Figura 3B).*

Apos a eliminagcdo da cera (Figura 3C), a resina acrilica termopolimerizavel
incolor para base de prétese Vipi Cril (Vipi® Ltda.) foi proporcionada e manipulada de
acordo com as instrucdes do fabricante e, entdo, inserida na fase plastica nos
moldes de silicone no interior da mufla (Figura 3D). Apo6s prensagem (Essence
Dental VH, Araraquara, SP) de prova, as muflas foram prensadas definitivamente a
1,25 t por 30 min. Finalmente, a resina foi polimerizada convencionalmente em
banho de dgua em termopolimerizadora (SL-155/22; Solab Equipam. Laborat. Ltda.,
Piracicaba, SP) de acordo com as recomendacdes do fabricante.

As muflas foram resfriadas em bancada por 30 min e em agua corrente por
15 min.”® Apds demuflagem (Figuras 3E e 3F), os dispositivos foram removidos
cuidadosamente dos modelos e seu acabamento foi feito com broca de tungsténio

cilindrica do tipo mini-cut (Dhpro) (Figura 4A). A fim de reproduzir a rugosidade da



64

superficie das proteses totais, os dispositivos tiveram sua superficie externa polida
utilizando lixas d’agua (Figura 4D) de granulagao 100 e 200 (3M do Brasil) até que
apresentassem rugosidade entre 1 a 2 pm’® confirmada por leitura em rugosimetro
de bancada (Surfcorder SE 1700; Kozaka Industry, Kozaja, Japao) de diametro de
ponta ativa 2 um e precisdo de 0,01 pm de resolucdo. O equipamento foi calibrado a
um comprimento de 0,8 mm, 2,4 mm de percurso de medida, a uma velocidade de
0,5 mm/s de ida e 1 mm/s de volta. Foram realizadas trés mensuracfes de
rugosidade (Ra) em diferentes regibes da superficie externa dos dispositivos,
obtendo-se uma média aritmética que equivaleu ao valor médio de rugosidade de

superficie para cada dispositivo.”’

FIGURA 3 - Incluséo em mufla e polimerizagdo dos
dispositivos acrilicos. A: Modelos de trabalho
encerados incluidos em mufla; B: Muralhas
de silicone sobre os enceramentos; C:
Modelos de trabalho em mufla apés a
eliminacdo da cera; D: Moldes dos
enceramentos na contra-mufla; E e F:
Dispositivos de resina acrilica ap6s
polimerizacdo

0

Fonte: O autor.



65

FIGURA 4 — Acabamento e planificacdo dos dispositivos. A:
Acabamento do dispositivo com broca mini-cut;
B: Planificag&o e padronizag&o da rugosidade da
superficie externa com lixas dagua; C:
Superficie externa do dispositivo; D: Superficie
interna do dispositivo

Fonte: O autor.

Em seguida, os dispositivos intra-orais foram lavados com escova dental de
cerdas macias (Tek® 30; Johnson & Johnson do Brasil, S&o Paulo, SP) e sab&o de
coco a fim de se promover a limpeza da superficie acrilica, simulando condi¢des
clinicas.’® Os dispositivos acrilicos foram, entdo, mantidos em agua destilada a 37°C

em estufa por 48 h.”®

4.3 ESTERILIZACAO DOS DISPOSITIVOS INTRA-ORAIS

Dispositivos acrilicos palatais (n=5) foram confeccionados e submetidos a
um dos grupos experimentais a seguir:
1. Micro-ondas (MO): irradiagdo com energia de micro-ondas (MEF 41; Electrolux,
Manaus, AM) a 650 W por 3 min, estando o dispositivo imerso em 200 mL de agua
destilada estéril;"®
2. Luz ultravioleta (UV): exposicdo a luz ultravioleta (2400 J/cmz2, 60 Hz) durante 20

min em cada face do dispositivo, interna ou externa;%
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3. Ultrassom (US): imersdo em banho de ultrassom (0,17 kW, 0,8 A, 42 kHz;
Ultrasonic Cleaner 1440D, Odontobras, Ribeirdo Preto, SP) com agua destilada
estéril durante 20 min;8t

4. Controle negativo (CN): nenhum procedimento de esterilizagdo testado.

Apos submissdo a um dos grupos experimentais, foram feitas coletas de
todas as faces dos dispositivos utilizando swabs estéreis previamente embebidos
em PBS estéril (Figuras 5A a 5C). Realizadas as coletas, os swabs foram
novamente imersos em tubos de ensaio contendo 2 mL de PBS e, entdo, agitados
em vortex por 30 s para homogeneizagcao (Figura 5D). Uma aliquota de 100 L foi
removida dessa solucdo e semeada em placas de Petri contendo meio de cultura
agar Mueller Hinton (Difco®, Detroit, Michigan, EUA) (Figura 5E). Os dispositivos
foram, entdo, imersos em tubos de Falcon (TPP®, Techno Plastic Prod.,
Trasadingen, SH, Suica) contendo 5 mL de meio de cultura BHI (Figura 5F). As
placas de Petri e os tubos de Falcon foram armazenados em estufa microbiolégica a
37°C por 48 h.

FIGURA 5 — Testes de esterilidade dos dispositivos. A-C:
Coletas do material da superficie dos
dispositivos; D: Homogeneizacao em vortex;
E: Semeadura em placa de Petri; F: Imersédo
dos dispositivos em meio de cultura

Fonte: O autor.
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Passado esse periodo, as placas de Petri foram avaliadas visualmente e
uma aliquota de 150 puL dos caldos foi transferida para uma placa de 96 pocos
(TPP®) para andlise em espectrofotdmetro (mod. Ultrospec 1000a; Amersham
Pharmacia Biotech Inc. - Molecular Dynamics Div., Piscataway, NJ, EUA) a 450 nm.
Apbs essa primeira leitura, foram adicionados 50 pL do corante cloreto de 2,3,5-
trifenil tetrazolio (TTC) (Vetec Quimica Fina Ltda., Duque de Caxias, RJ) em cada
poco para verificagcdo da viabilidade microbiana. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata.

4.4 OBTENCAO DO INOCULO DE C. albicans

Foi utilizada a cepa parental (wild-type) de C. albicans SC5314.%° As células
foram mantidas a -80°C em solugcdo de caldo Yeast Extract Peptone Dextrose
(YEPD) contendo 20% de glicerol (Kasvi Imp. e Dist.).8? Previamente a confecg¢&o do
inéculo, uma algcada da cepa descongelada (Figura 6A) foi semeada em placa de
Petri contendo meio de cultura YEPD Agar (Clontech Laboratories Inc, Mountain
View, CA, EUA) que permaneceu incubada a 37°C durante 48 h em estufa
bacterioldgica.®® Entdo, uma colonia de C. albicans foi removida da placa (Figura
6B), ressuspensa em 20 mL de caldo YEPD em tubos de Falcon (Figura 6C) e
mantida overnight (aproximadamente 16 h) em estufa bacteriologica a 37°C, o que
resultou em uma pré-cultura.

Para a lavagem das células, os tubos de Falcon foram centrifugados (mod.
5804 R; Eppendorf do Brazil Ltda., Sdo Paulo, SP) a 4.000 rpm a 4°C por 15 min. O
sobrenadante foi descartado e 5 mL de PBS foram adicionados ao pellet (Figura 6D).
O contetdo foi homogeneizado em vortex e entdo centrifugado nas mesmas
condigbes. Esse processo repetiu-se mais uma vez®® e, ao pellet final obtido,
foram adicionados 20 mL de PBS estéril (Figura 6E).

O conteudo foi novamente homogeneizado em vortex e, entdo, diluices
seriadas foram feitas nas concentracdes de 10 a 10*. Semeou-se 25 pL dessas
suspensdes em placas de Petri contendo agar Sabouraud dextrose (Difco®). Este
procedimento foi feito em triplicata. As placas foram armazenadas em estufa
bacteriologica a 37°C por 48 h para a contagem das unidades formadoras de
colbnias de C. albicans (Figura 7). Em seguida, os resultados foram transformados

para UFC/mL a partir da Equacéo 1:
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numero de colénias x 10"
q

UFC/mL =

(1)

na qual, n equivale ao valor absoluto da diluicdo (1, 2, 3 ou 4), e g equivale a

guantidade, em mL, pipetada para cada diluicdo durante a semeadura das placas.

FIGURA 6 — Preparo do inoculo. A: Cepa descongelada,;
B: Crescimento fungico em agar YEPD; C:
Transferéncia de uma colénia de C.
albicans para 20 mL de caldo YEPD; D:
Lavagem do pellet em PBS estéril; E:
In6culo

e
Fonte: O autor.

Com base nos resultados, determinou-se que a diluicdo 10 (Figura 7) foi a

ideal para a contagem e calculo das UFC/mL.
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FIGURA 7 - Placas de Petri contendo agar Sabouraud dextrose e
0 crescimento fangico resultante das diluicGes
seriadas

10} 102

Fonte: O autor.

4.5 CONTAMINACAO DOS DISPOSITIVOS INTRA-ORAIS

Apos esterilizagdo em forno micro-ondas a 650 W por 3 min, os dispositivos
acrilicos foram contaminados com um biofilme de C. albicans visando reproduzir a
condicdo clinica das proteses dos pacientes com estomatite protética.

Para a adesao celular, cada dispositivo foi colocado individualmente em um
orificio de uma placa de cultura de 24 pogos (TPP®), com sua superficie externa
voltada para o fundo do pocgo, sendo imerso em 2 mL do in6culo. As placas de
cultura foram colocadas em incubadora com agitacdo orbital (Shaker - mod.
430/RDBP; Nova Etica, Vargem Grande Paulista, SP) sob velocidade de 75 rpm
durante 90 min a 37°C.88%" Em seguida, as células nio aderidas foram removidas
por meio de imersédo suave, em duplicata, dos dispositivos em 2 mL de PBS. Os
dispositivos foram imersos em 2 mL de meio de cultura RPMI-1640 com 2% de
glicose (Sigma-Aldrich Brasil Ltda., Duque de Caxias, SP) em incubadora com
agitacaéo sob velocidade de 75 rpm durante 24 h a 37°C. Na sequéncia, 0 meio de
cultura foi removido e substituido por igual volume de meio RPMI-1640 novo para

uma nova incubacdo por 24 h nas mesmas condicbes.?8® Apos as 48 h de
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incubagcdo, um biofiilme maduro formou-se em cada dispositivo (Figura 8).%
Finalmente, os dispositivos foram lavados gentimente em 2 mL de PBS em

duplicata.®®

FIGURA 8 — Dispositivos imersos no meio de cultura apés periodo de
formacao de biofilme
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Fonte: O autor.

4.6 CONFIRMACAO DA CONTAMINACAO DOS DISPOSITIVOS
4.6.1 Contagem de UFC/mL

Dispositivos contaminados (n=6) foram acondicionados em tubos de Falcon
contendo 3 mL de PBS estéril.®r Em seguida, o biofiime formado foi disperso em
banho com ultrassom (0,17 kW, 0,8 A, 42 kHz) por 2 min. Ap6s homogeneizagdo em
vortex, aliquotas com diluicdes seriadas até a concentragdo 10 foram plaqueadas
em agar Sabouraud Dextrose para determinacdo do numero de UFC/mL ap0s 48 h

de incubacdo em estufa a 37°C,8 utilizando a Equac&o 1.

4.6.2 Analise em microscopia de varredura confocal a laser

Dispositivos  contaminados  adicionais  (n=5) foram  transferidos
individualmente para um placa de cultura de 24 pogos contendo 1 puL de SYTO-9
(Molecular Probes; Invitrogen Brasil Ltda., S&o Paulo, SP) e 1 pyL de iodeto de
propidio (Sigma-Aldrich) diluidos em 1 mL de PBS.%? Para permitir a difusdo dos
fluorocromos no biofilme, os espécimes foram mantidos em repouso na solucao, na
auséncia de luz, durante 20 min em estufa a 37°C.*® Em seguida, cada dispositivo foi
colocado sobre uma laminula de vidro para analise do biofiilme em microscopio

confocal a laser (Leica LAS AF; Leica Microsystems GmbH), utilizando uma objetiva
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(40x; abertura maxima de 1,15). As imagens foram obtidas usando um software
(Leica LAS AF), padronizado em trés campos diferentes. Duas imagens foram
obtidas sequencialmente a partir de cada seccdo, com excitagdo de 488 nm para o
SYTO-9 e 532 nm para o iodeto de propidio. Estas duas imagens foram combinadas
e, entdo, células viaveis (fluorescéncia verde, comprimento de emissao = 500 nm) e
nao viaveis (fluorescéncia vermelha, comprimento de emissdo = 635 nm) puderam
15,92

ser observadas simultaneamente em cada campo de cada dispositivo.

O fluxograma da primeira etapa do Estudo | esta exibido na Figura 9.

FIGURA 9 - Fluxograma da primeira etapa do Estudo |, referente a esterilizacdo e
contaminacao dos dispositivos

[ Obtencdo dos ]
dispositivos

- s Control it
Irradiag&o em Exposicdo & luz Banho de ontrole negativo
(nenhum

micro-ondas ultravioleta ultrassom procedimento)
(n=5) (n=5) {n=5) {n=5)

[ Avaliagdo visual e em espectrofotédmetro ]
[ Determinacdo do(s) melhor{es) método(s) ]
[ Contaminagdo dos dispositivos com biofilme maduro de C. albicans ]
Confirmagdo da Confirmacdo da
contaminagdo por contaminacgdo por
contagem de UFC/mL microscopia confocal
[n=6) alaser {n=5)
[ Utilizacdo em modelos de candidose bucal em animais ]

Fonte: O autor.

4.7 AVALIACAO DA DURACAO DA CANDIDOSE BUCAL INDUZIDA EM RATOS
IMUNOCOMPETENTES
A segunda etapa do Estudo | contou com cinco grupos experimentais (n=4):

1. Controle negativo (Cn): animais saudaveis sem inducdo de candidose;
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bY

2. Dispositivo intra-oral (Di): animais submetidos a cimentacdo na regido dos
molares superiores do dispositivo intra-oral, o qual foi mantido em posi¢cdo por 4
dias;

3. Inoculagéo (In): animais submetidos a inoculagéo oral de suspensao padronizada
de C. albicans (média de 2,6 x 10’ UFC/mL) no palato utilizando swabs estéreis por
3 dias consecutivos, sem a instalacdo do dispositivo;

4. Dispositivo intra-oral contaminado (Dc): animais submetidos a cimentacdo do
dispositivo intra-oral contaminado com C. albicans (média de 2,6 x 10’ UFC/mL), o
qual foi mantido em posi¢céo por 4 dias;

5. Inoculagdo + dispositivo intra-oral contaminado (In+Dc): jungcdo dos protocolos
aplicados nos grupos In e Dc.

Nesta etapa durante a inducdo da candidose bucal, a sedacao dos animais
foi complementada administrando intraperitonealmente maleato de acepromazina
1% (Apromazin 1%; Syntec, Santana de Parnaiba, SP) na dose de 0,01 mL para
cada 100 g do animal, a fim de manté-los sedados por pelo menos 2 h.

E importante ressaltar que, ap0s sua obtencdo, os dispositivos acrilicos
intra-orais eram levados em posi¢cdo na cavidade bucal dos animais sedados e sua
adaptacao era avaliada por meio de moldagem da sua superficie interna em contato
com a mucosa palatal do animal utilizando silicone polimerizado por condensacéo de
consisténcia leve (Oranwash L; Zhermack). Somente aqueles dispositivos que
apresentassem um filme fino indicativo de contato total com a mucosa palatal eram
contaminados e cimentados nos molares superiores do animal utilizando cimento
resinoso autoadesivo RelyX™ U200 (3M ESPE; St. Paul, EUA) (Figura 10). Tal
material foi selecionado baseando-se nos resultados do estudo piloto, que avaliou a
estabilidade de dispositivos fixados com resina acrilica autopolimerizavel Vipi Flash,
resina acrilica autopolimerizavel Duralay (Reliance Dental Mfg. Co., Alsip, IL, EUA) e
com o cimento Relyx™ U200. Os dispositivos que foram fixados com a resina
acrilica Duralay foram encontrados soltos nas cavidades bucais dos animais dois
dias ap6s sua fixacdo. Durante a fixacdo dos dispositivos com a resina acrilica Vipi
Flash, foi notado seu escoamento para a regido central dos dispositivos, 0 que viria

a interferir no contato de Candida com o palato.
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FIGURA 10 - Cimentacdo do dispositivo nos
molares superiores do rato

4

Fonte: O autor.

Antes da recuperacdo da anestesia, os ratos tiveram suas unhas cortadas, a
fim de evitar que os mesmos se machucassem ao tentar remover os dispositivos.

Para os animais que foram inoculados oralmente com blastéporos de C.
albicans (grupos In e In + Dc), swabs estéreis foram embebidos na suspensédo com o
inoculo padronizado de C. albicans e esfregados sobre o palato dos animais por 30
s%, No caso do grupo In, esse procedimento foi repetido por trés dias
consecutivos.®>3"38 Para o grupo In+Dc, a inoculagdo foi feita apenas uma vez,
imediatamente antes da cimentacdo do dispositivo contaminado no palato dos
animais.

Os animais permaneceram com o dispositivo em posi¢cao na cavidade bucal
por 4 dias®* e, entdo, os dispositivos foram removidos (Figura 11).

FIGURA 11 - Dispositivo apds remocao

- {

Fonte: O autor.
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O desenvolvimento e a duracdo da infeccdo por Candida foram
determinados por meio de andlise visual, contagem de col6nias viaveis e analise

histopatoldgica.

4.7.1 Andlise visual

Os animais foram posicionados em uma maca estabilizadora e fotografias
com distancia focal e iluminacéo padronizadas foram obtidas utilizando uma camera
digital (Canon EOS 500D; Canon Inc., NY, EUA) acoplada a uma mesa estativa
(Figura 12). A mucosa palatal e a lingua dos animais foram fotografadas no inicio do
experimento, apos o periodo de indugcdo da candidose bucal em cada grupo (grupos
Dc e In+DC: ap6s quatro dias de uso dos dispositivos; grupo In: apos inoculacdo da
suspensdo por trés dias consecutivos) (T0), dois (T1) e quatro dias (T2) apo6s a
inducédo da candidose e antes da eutanasia (T3). Para a avaliagdo do palato, foram
atribuidos escores para a severidade da inflamagcdo de acordo com a classificagao
de Newton:® 0 (sem inflamac&o); 1 (eritema puntiforme); 2 (eritema difuso); 3
(eritema difuso, edema e hiperplasia papilar).3* Para a andlise macroscopica da
lingua, a confirmacé&o da presenca de candidose foi feita pela observacéo de areas

localizadas de atrofia papilar.®’
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FIGURA 12 - Posicionamento dos animais

em maca estabilizadora e
utilizacdo de mesa estativa
para obtencéo de fotografias
padronizadas

Fonte: O autor.

4.7.2 Contagem de UFC/mL

Para isso, foi coletado o biofilme da mucosa palatal dos animais utilizando
swabs estéreis (Figura 13) e foram seguidos os mesmos procedimentos descritos no
item 4.6.1, entretanto, o agar Sabouraud Dextrose foi suplementado com
cloranfenicol 0,1 mg/mL e a diluicdo utilizada para a contagem foi 10. As coletas

foram feitas nos mesmos periodos em que foram obtidas as fotografias.

FIGURA 13 - Coleta de biofilme na mucosa palatal do animal

Fonte: O autor.
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4.7.3 Andlise histopatolégica

Apbés as coletas e fotografias no periodo experimental T3, a eutanasia foi
realizada por deslocamento cervical e confirmada ao se verificar auséncia de
movimentos respiratérios, batimentos cardiacos e perda dos reflexos dos animais.”

O palato e a lingua dos animais foram removidos cirurgicamente e
acondicionados em frascos com solucdo de formol a 10% (Dinamica Quimica
Contemporanea Ltda., Diadema, SP) contendo PBS pH neutro e encaminhadas para
0 processamento histologico. Selecionou-se a area correspondente a faixa de tecido
entre os primeiros molares direito e esquerdo, assim como definido por Hotta et al.®®

Apbés a remocdo destas amostras, as carcagcas dos animais foram
encaminhadas ao NAEVI/UEPG e incineradas, seguindo as normas preconizadas

pela Instituicao.

4.7.3.1 Processamento das amostras histoldgicas

As amostras dos palatos e linguas permaneceram 48 h em solucdo de formol
a 10%. Em seguida, as linguas foram submetidas a clivagem, processamento e
inclusdo em parafina enquanto os palatos foram acondicionados em frascos
contendo solucdo de EDTA (Dindmica Quimica Contemporanea Ltda.) a 4% e
mantidos a temperatura ambiente em mesa agitadora orbital (VDRL Shaker;
Biomixer, Presidente Prudente, SP). A solucdo de EDTA foi trocada diariamente, a
fim de acelerar o processo de descalcificacdo do tecido Osseo. Apos
aproximadamente 30 dias, as amostras apresentaram-se completamente
descalcificadas e foram colocadas em um frasco contendo sulfato de sdédio
(Dindmica Quimica Contemporanea Ltda.) a 5% por 1 h e em seguida lavadas em
agua corrente overnight, quando finalmente puderam ser processadas. O
processamento, a inclusdo em parafina e a microtomia foram realizados conforme
protocolos do Laboratério de Processamento Histologico da UEPG (ANEXOS B e
C).

As laminas com cortes de 5 um de espessura foram coradas com
hematoxilina-eosina (H.E.; ANEXO D) (Nuclear, Diadema, SP) e acido periédico de
Schiff (PAS; ANEXO E) (Nuclear), também seguindo protocolo preconizado pelo

laboratoério.
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4.7.3.2 Obtencéo das fotomicrografias e anélise histopatolégica descritiva

As fotomicrografias foram obtidas com o auxilio do software cellSens
Standard (Olympus Corporation, Shinjuku, Toéquio, Japdo), o qual registrou as
imagens capturadas por uma camera Olympus DP72 (Olympus Latin America,
Miami, Flérida, EUA) acoplada a um microscopio 6tico Olympus BX41 (Olympus
Latin America), utilizando as lentes objetivas de diferentes magnificacdes.Foi
investigado se havia presenca de C. albicans nos tecidos, microabscessos,
hiperplasia epitelial, hiperparaqueratose, desorganizacdo da camada basal do
epitélio, espongiose, exocitose e infiltrado inflamatério, além de é&reas de
despapilag&o na lingua.36-38:95

O fluxograma da segunda etapa do Estudo | pode ser visualizado na Figura
14,
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FIGURA 14 - Fluxograma da segunda etapa do Estudo I, referente a inducédo de candidose
bucal em animais imunocompetentes
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%
Analise histopatologica

v

Selecdo do melhor protocolo

Fonte: O autor.
Cn: Controle negativo; Di: Dispositivo intra-oral; In: Inoculagdo; Dc: Dispositivo intra-oral
contaminado; In+Dc: Inoculagdo-+dispositivo intra-oral contaminado

4.8 AVALIACAO DA INDUCAO DA ESTOMATITE PROTETICA EM RATOS
IMUNOCOMPETENTES SOB ANTIBIOTICOTERAPIA

A terceira etapa do Estudo | foi realizada apenas com o0s grupos
experimentais: Cn (n=2), Di (n=6) e In+Dc (n=6).

Todos os protocolos descritos na etapa anterior foram reproduzidos da
mesma forma nesta etapa, exceto que a suspensdo de C. albicans para a
inoculag&o oral foi preparada na concentracdo aproximada de 2 x 108 UFC/mL. Além

disso, administrou-se 0,83 mg/mL de tetraciclina na agua de beber dos animais. A
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antibioticoterapia iniciou-se sete dias antes do experimento e continuou até o
momento da eutanésia.

As fotografias padronizadas da mucosa palatal e da lingua e as coletas de
biofiilme da mucosa palatal para contagem de UFC viaveis foram feitas apés o
periodo de inducdo da estomatite protética (ap6s quatro dias de uso dos
dispositivos) e os animais foram eutanasiados logo em seguida.

Para verificar a viabilidade de C. albicans apés o periodo de permanéncia do
dispositivo na cavidade bucal dos animais, amostras do tecido palatino também
foram analisadas em microscopio confocal a laser, da mesma forma descrita no item
4.6.2. Nessa etapa, optou-se por remover apenas a mucosa palatina para analise
histopatoldgica, sem o tecido 6sseo subjacente.

Os dispositivos do grupo In+Dc foram utilizados para verificar a presenca de
C. albicans apés terem permanecido na cavidade bucal dos animais por quatro dias,
por meio de contagem de UFC viaveis e analise em microscopia confocal a laser
conforme descrito nos itens 4.6.1 e 4.6.2, respectivamente.

O fluxograma da terceira etapa do Estudo | pode ser visualizado na Figura
15.
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FIGURA 15 - Fluxograma da terceira etapa do Estudo |, referente a inducdo de estomatite
protética em animais imunocompetentes sob antibioticoterapia
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Fonte: O autor.
Cn: Controle negativo; Di: Dispositivo intra-oral; In+Dc: Inoculacdo+dispositivo intra-oral
contaminado; Dc: Dispositivo intra-oral contaminado

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Para todas as analises, constatou-se, inicialmente, a normalidade dos dados
com o teste Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variancias (homocedasticidade)
com o teste de Levene (IBM SPSS 19; SPSS Inc., IBM Company, Armonk, NY, EUA)
(a=0,05).

Para os resultados da primeira etapa do Estudo |, analises do poder da
amostra foram realizadas utilizando o software GPower 3.1 (G*Power; Universitat
Dusseldorf, Dusseldorf, North Rhine-Westphalia, Alemanha). Os resultados das

leituras dos caldos em espectrofotébmetro (mAbs) foram submetidos a analise de
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variancia (ANOVA) fator unico e teste de Tukey HSD (a=0,05) (IBM SPSS 19; SPSS
Inc.). Para a segunda etapa do Estudo |, o peso dos animais no inicio do
experimento e antes da eutanasia foi comparado para cada grupo experimental
utiizando a ANOVA 2-fatores com medidas repetidas (a=0,05). Para os resultados
da terceira etapa do Estudo I, o peso dos animais no inicio do experimento e antes
da eutanasia foi comparado para cada grupo experimental utilizando a ANOVA 2-
fatores com medidas repetidas seguida pelo teste de Tukey HSD (a=0,05). Para as
segunda e terceira etapas do Estudo I, a recuperacdo de C. albicans a partir das

coletas dos palatos e dispositivos foi apresentada na forma de estatistica descritiva.
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5 RESULTADOS
5.1 ESTERILIZACAO DOS DISPOSITIVOS INTRA-ORAIS

Os resultados da avaliagdo da viabilidade microbiana das placas de Petri
podem ser observados na Figura 16 e Tabela 4. Os resultados da avaliagdo em

espectrofotdbmetro podem ser visualizados nas Figuras 17 e 18.

FIGURA 16 - Placas de Petri contendo meio de cultura agar Mueller
Hinton e semeadas com o0 material coletado da
superficie dos dispositivos

(MO] Uy}

Fonte: O autor.
MO: micro-ondas; UV: luz ultravioleta; US: ultrassom; CN: controle
negativo
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Tabela 4. Resultados da analise visual das placas de cultura

Grupo Crescimento microbiano
experimental
10 20 30 40 50
dispositivo dispositivo dispositivo dispositivo dispositivo

MO - - - --- -
uv ++ + ++ + ++ + ++ -
us ++ + ++ + ++ + ++ + ++ +
CN +++ +++ +++ +++ +++

Fonte: O autor.

MO: micro-ondas; UV: ultravioleta; US: ultrassom; CN: controle negativo

+: Presenca de crescimento microbiano nas placas de Petri;

-: Auséncia de crescimento microbiano nas placas de Petri;

Cada simbolo (+ ou -) representa uma placa (experimento feito em triplicata).

A partir dos resultados da Figura 16 e Tabela 4, é possivel observar que
apenas as coletas dos dispositivos do grupo MO néo resultaram em crescimento
microbiano visivel nas placas de cultura.

Para o numero de dispositivos confeccionados (n=5) para a avaliacdo da
esterilizacdo em espectrofotdmetro, este estudo apresentou poder da amostra de
100% e poder do efeito de 2,72 (a=0,05). A Figura 17 mostra as placas de cultura de
96 pocos para analise da turbidez e viabilidade microbiana dos caldos nos quais 0s
dispositivos foram imersos ap0s serem submetidos aos diferentes métodos de
esterilizacdo testados. A Figura 18 apresenta os resultados das leituras em
espectrofotdmetro dos caldos com e sem a adi¢cédo do corante cloreto de 2,3,5-trifenil

tetrazdlio para verificacdo da viabilidade microbiana.



FIGURA 17 — Andlise da esterilidade dos dispositivos em
espectrofotbmetro. Placas de 96 pogos para
analise em espectrofotdmetro sem (A) e com (B)
a presenca do corante para verificacdo da
viabilidade microbiana

Fonte: O autor.
BHI: caldo BHI estéril — controle positivo; MO: micro-ondas; UV:
luz ultravioleta; US: ultrassom; CN: controle negativo

84
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FIGURA 18 - Resultados da analise em espectrofotometro (mAbs) dos caldos com
e sem a presenca do corante cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazélio

1.5-
3 Caldo

@ Corante
1.0

Fonte: O autor.
Barras dos valores médios * desvio padrdo com letras diferentes indicam
diferenga estatisticamente significante (ANOVA 1 fator e teste de Tukey).

Absorbancia (mAbs)

Foi possivel observar que o grupo MO esterilizou os dispositivos palatais
para uso em modelo animal, uma vez que apenas este grupo ndo apresentou
diferenca estatisticamente significante (p=1,000) do controle positivo da esterilizacéo
(caldo BHI estéril) com ou sem a adicdo do corante para verificacdo da viabilidade
microbiana. O grupo UV apresentou valores intermediarios sem diferenca
estatisticamente significativa (p=0,71 em comparacdo ao MO, p=0,686 em relacéo
ao US e p=0,804 em relacdo ao controle negativo (CN)) de todos os grupos. Os

grupos US e CN apresentaram os maiores valores de contaminacao (p=1,000).

5.2 CONFIRMACAO DA CONTAMINACAO DOS DISPOSITIVOS
5.2.1 Contagem de UFC/mL

Os valores de contagem de UFC/mL a partir das semeaduras dos seis
dispositivos contaminados utilizados nesta etapa do Estudo | foram em média 1,2 x
10® UFC/mL (¢ 0,76 x 10° UFC/mL). A Figura 19 ilustra algumas placas com
diluicbes seriadas para contagem das UFC/mL desses dispositivos. A contagem das

colbnias foi possivel na diluigéo 1073,
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FIGURA 19 - Placas com diluicdes seriadas para contagem das UFC/mL a partir
dos dispositivos contaminados

PEASA S o

Fonte: O autor.
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5.2.2 Anélise em microscopia de varredura confocal a laser

Foi possivel observar a presenca de formas filamentosas de Candida viaveis
aderidas a superficie externa dos dispositivos contaminados (Figura 20). Além disso,
notou-se que ao empregar essa técnica, as imagens devem ser obtidas dentro de no
maximo 25 min, visto que apds esse periodo 0sS microrganismos passam a se

aglomerar e entdo morrem (Figura 21).



FIGURA 20 - Fotomicrografias obtidas de diferentes dispositivos contaminados
por meio de microscopia confocal laser (aumento de 63x)

- 4 - p .

Fonte: O autor.

FIGURA 21 - Fotomicrografias apresentando a aglomeracdo e morte dos
microrganismos apés 25 min de exposicao ao laser (A: aumento
de 63x; B: aumento de 100x)

Fonte: O autor.

87
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5.3 AVALIACAO DA DURACAO DA CANDIDOSE BUCAL INDUZIDA EM RATOS
IMUNOCOMPETENTES
5.3.1 Triagem dos animais

De 32 animais triados, seis apresentaram colonias presuntivas de C.
albicans ou C. dubliniensis (18,75%) em sua cavidade bucal e foram substituidos.
Placas com Candida CHROMagar® ilustrando os resultados das coletas para triagem

dos animais podem ser observadas na Figura 22.

FIGURA 22 - Placas de Candida CHROMagar® utilizadas na
triagem dos animais

Controle

Controle

Controle

Fonte: O autor.
Os animais foram identificados por nimeros e cores diferentes.
Controle: semeadura de 25 pL de suspensao de C. albicans

5.3.2 Monitoramento dos animais

Do total de 34 animais utilizados, trés foram perdidos na complementacéo da
sedacdo. Nenhum dispositivo foi perdido durante os 4 dias em que deveriam
permanecer na cavidade bucal dos animais. Pequena quantidade de detritos
alimentares foi encontrada ao se remover os dispositivos, sem diferenca notavel
entre os grupos. Nao foi observada diferenca significante no peso dos animais entre

0S grupos experimentais como também ndo houve alteracdo significativa no seu
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peso no decorrer do experimento (Figura 23; p>0,05). Ainda, nenhum animal

mostrou-se debilitado no decorrer do experimento.

FIGURA 23 — Resultados das pesagens (g) dos animais na segunda etapa do Estudo |

360-
A -- Cn
3404 A - Di
i —— = ~$ —k— In
o 3201 - Dg
o ——
0 -o- |In+Dc
& 300-
2804
260 T T T T T
Inicial TO i T2 T3

Fonte: O autor.
TO: ap0s periodo de indugcédo da candidose; T1: apds 2 dias da indugéo da candidose; T2: apés 4
dias da induc¢do da candidose; T3: antes da eutanasia; Cn: Controle negativo; Di: Dispositivo intra-

oral; In: Inoculagéo; Dc: Dispositivo intra-oral contaminado; In+Dc: Inoculagao+dispositivo intra-oral
contaminado

Sem diferenca estatisticamente significante (ANOVA 2-fatores de medidas repetidas)

5.3.3 Andlise visual
Fotografias do palato representativas de cada grupo experimental podem ser
visualizadas nas Figuras 24 a 28 (Inicial; TO; T1; T2 e T3, respectivamente) e da

lingua podem ser visualizadas nas Figuras 29 a 33 (Inicial; TO; T1;, T2 e T3,

respectivamente).
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FIGURA 24 - Imagens iniciais do palato dos animais

Fonte: O autor.
Cn: grupo Controle negativo; Di: grupo Dispositivo intra-oral; In: grupo Inoculagdo; Dc: grupo Dispositivo intra-oral contaminado; In+Dc: grupo Inoculagdo +
dispositivo intra-oral contaminado
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FIGURA 25 - Imagens do palato dos animais no periodo T0

Fonte: O autor.
Cn: grupo Controle negativo; Di: grupo Dispositivo intra-oral; In: grupo Inoculagdo; Dc: grupo Dispositivo intra-oral contaminado; In+Dc: grupo Inoculagdo +
dispositivo intra-oral contaminado
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Fonte: O autor.
Cn: grupo Controle negativo; Di: grupo Dispositivo intra-oral; In: grupo Inoculacéo; Dc: grupo Dispositivo intra-oral contaminado; In+Dc: grupo Inoculagdo +
dispositivo intra-oral contaminado
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FIGURA 27 - Imagens do

Fonte: O autor.

Cn: grupo Controle negativo; Di: grupo Dispositivo intra-oral; In: grupo Inoculagdo; Dc: grupo Dispositivo intra-oral contaminado; In+Dc: grupo Inoculagdo +
dispositivo intra-oral contaminado
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FIGURA 28 - Imagens do palato dos animais no periodo T3
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Fonte: O autor.
Cn: grupo Controle negativo; Di: grupo Dispositivo intra-oral; In: grupo Inoculagdo; Dc: grupo Dispositivo intra-oral contaminado; In+Dc: grupo Inoculagdo +
dispositivo intra-oral contaminado
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FIGURA 29 - Imagens iniciais da lingua dos animais
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Fonte: O autor.
Cn: grupo Controle negativo; Di: grupo Dispositivo intra-oral; In: grupo Inoculagdo; Dc: grupo Dispositivo intra-oral contaminado; In+Dc: grupo Inoculagdo +
dispositivo intra-oral contaminado
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Fonte: O autor.

Cn: grupo Controle negativo; Di: grupo Dispositivo intra-oral; In: grupo Inoculacéo; Dc: grupo Dispositivo intra-oral contaminado; In+Dc: grupo Inoculagédo +
dispositivo intra-oral contaminado
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FIGURA 31 - Imagens da lingua dos animais no periodo T1

Fonte: O autor.
Cn: grupo Controle negativo; Di: grupo Dispositivo intra-oral; In: grupo Inoculagdo; Dc: grupo Dispositivo intra-oral contaminado; In+Dc: grupo Inoculagdo
dispositivo intra-oral contaminado

+
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FIGURA 32 - Imagens da lingua dos animais noPeriodo T2
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Fonte: O autor.

Cn: grupo Controle negativo; Di: grupo Dispositivo intra-oral; In: grupo Inoculacéo; Dc: grupo Dispositivo intra-oral contaminado; In+Dc: grupo Inoculagéo +
dispositivo intra-oral contaminado
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FIGURA 33 - Imagens da lingua dos animais no periodo T3
% R 489

Fonte: O autor.
Cn: grupo Controle negativo; Di: grupo Dispositivo intra-oral; In: grupo Inoculagdo; Dc: grupo Dispositivo intra-oral contaminado; In+Dc: grupo Inoculagdo +
dispositivo intra-oral contaminado
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Nao foram observadas alteracBes tanto no palato como na lingua dos
animais dos grupos Cn e Di. Nao foram observadas alteracdes dignas de nota nos
palatos dos animais dos demais grupos. A remocéao dos dispositivos eventualmente
provocou sangramento da mucosa bucal de alguns animais, como observado no
animal do grupo Dc da Figura 25. Além disso, foi possivel observar que alguns
animais que utilizaram os dispositivos desenvolveram alteragbes nos molares
sugestivas de lesdes cariosas.

Apesar de nao ter sido o objetivo inicial do presente estudo induzir
candidose no dorso lingual dos animais, foram observadas regidées com auséncia de
papilas nas linguas dos animais dos grupos In, Dc e In+Dc. A severidade dessas
alteracdes foi maior no grupo In+Dc, com o desenvolvimento até mesmo de placas
esbranquicadas (Figura 32), seguida pelo grupo Dc e finalmente pelo grupo In. As
alteracOes foram observadas em até quatro dias (T2) apos o periodo de inducéo da
candidose (TO).

5.3.4 Contagem de UFC/mL
Os resultados de contagem de UFC/mL das coletas nos palatos dos animais

podem ser observados na Tabela 5.
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Tabela 5. Recuperacédo de C. albicans a partir de coletas nos palatos dos animais (UFC/mL)

Grupo Animal TO T1 T2 T3
Cn 1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4 0 0 0 0
Di 1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4 0 0 0 0
In 1 * 2,2 x10° 0 0
2 ** _k% k% k%
3 4,2 x 107 4,2 x 10?
4 _k*% _k*% _k% _k*k
Dc 1 -* 0 0 0
2 -* 0 0 0
3 k% k% k% k%
4 2,5x10° 4.2 x 102 0 0
In+Dc 1 -* 1,0 x 10* 0 0
2 -* 2,0 x10? 0 0
3 8,3 x 10? 8,3 x 107 0 0
4 4,6 x 10 0 0 4,0 x 102

Fonte: O autor.

TO: ap6s periodo de inducéo da candidose; T1: apds 2 dias da inducéo da candidose; T2: apés 4 dias
da indugdo da candidose; T3: antes da eutandasia; Cn: grupo Controle negativo; Di: grupo Dispositivo
intra-oral; In: grupo Inoculagéo; Dc: grupo Dispositivo intra-oral contaminado; In+Dc: grupo Inoculagéo
+ dispositivo intra-oral contaminado

*Nao foi possivel contabilizar; **Animal perdido durante o experimento

A recuperacdo de C. albicans foi baixa ap6s o periodo de inducdo da
candidose, visto a concentracdo inoculada inicialmente. Esses achados condizem
com as observacdes clinicas. Apesar de ndo terem sido visualizadas alteragdes no
palato dos animais, ainda foi possivel recuperar o fungo nas coletas dos palatos e o0s

maiores valores de recuperacao foram obtidos no grupo In+Dc em T1.

5.3.5 Anadlise histopatologica

Apo6s o periodo de acompanhamento de 7 dias, ndo foi possivel detectar
alteracdes nos palatos e linguas dos animais, em ambas as coloracfes utilizadas.
Em H.E., ndo foram encontradas atrofia, hipertrofia ou hiperplasia epitelial, areas de
despapilagcao, invasédo de pseudo-hifas ou blastéporos, microabscessos ou infiltrado
inflamatorio, em nenhum animal, independente do grupo (Figuras 34 e 36). Na
coloracao PAS também néo foram identificadas quaisquer alteracdes, mesmo que 0

objetivo da técnica seja evidenciar a presenca de fungos no tecido (Figuras 35 e 37).
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FIGURA 34 - Laminas dos palatos dos animais coradas em H.E. representando os cinco grupos experimentais (aumento de 400x)

Fonte: O autor.

Cn: grupo Controle negativo; Di: grupo Dispositivo intra-oral; In: grupo Inoculagdo; Dc: grupo Dispositivo intra-oral contaminado; In+Dc: grupo
Inoculag&o + dispositivo intra-oral contaminado
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FIGURA 35 - Laminas dos palatos dos animais coradas em PAS representando 0s cinco grupos experimentais (aumento de 400

onte: O autor.
Cn: grupo Controle negativo; Di: grupo Dispositivo intra-oral; In: grupo Inoculagdo; Dc: grupo Dispositivo intra-oral contaminado; In+Dc: grupo
Inoculag&o + dispositivo intra-oral contaminado
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FIGURA 36 - Laminas da regido do dorso lingual dos animais coradas em H.E. representando os cinco
grupos experimentais (aumento de 400x)

Fonte: O autor.
Cn: grupo Controle negativo; Di: grupo Dispositivo intra-oral; In: grupo Inoculagdo; Dc: grupo Dispositivo
intra-oral contaminado; In+Dc: grupo Inoculagéo + dispositivo intra-oral contaminado
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FIGURA 37 - Laminas da regido do dorso lingual dos animais coradas em PAS representando 0s cinco
grupos experimentais (aumento de 400x)
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Fonte: O autor.

Cn: grupo Controle negativo; Di: grupo Dispositivo intra-oral; In: grupo Inoculagdo; Dc: grupo Dispositivo intra-
oral contaminado; In+Dc: grupo Inoculag&o + dispositivo intra-oral contaminado
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5.4 AVALIACAO DA INDUCAO DA ESTOMATITE PROTETICA EM RATOS
IMUNOCOMPETENTES SOB ANTIBIOTICOTERAPIA
5.4.1 Triagem dos animais

Dos 20 animais triados para a terceira etapa do Estudo I, nenhum
apresentou Candida spp. em sua cavidade bucal anteriormente ao inicio do

experimento.

5.4.2 Monitoramento dos animais

Dos 14 animais utilizados, nenhum foi perdido durante o experimento.
Apenas um animal do grupo In+Dc apresentou perda do dispositivo. Pequena
guantidade de detritos alimentares foi encontrada ao se remover os dispositivos,
sem diferenca notavel entre os grupos. Nao houve diferenca estatisticamente
significante (p>0,05) entre 0os grupos experimentais para o peso dos animais tanto
no inicio como no final do experimento antes da eutanasia (Figura 38). Entretanto,
houve uma reducéo significativa no peso dos animais (303,4 £ 29,2 g) em relacdo ao
seu peso inicial (328,3 + 28,8 g) em todos os grupos avaliados (Figura 38; p=0,001).
Apesar disso, assim como na etapa anterior, nenhum animal mostrou-se debilitado

no decorrer do experimento.

FIGURA 38 — Resultados das pesagens (g) dos animais na terceira etapa do Estudo |
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Fonte: O autor.

Cn: Controle negativo; Di: Dispositivo intra-oral; In+Dc: Inoculag¢&o+dispositivo

intra-oral contaminado

Valores médios + desvio padrdo com letras diferentes indicam diferenca

estatisticamente significante (ANOVA 2-fatores de medidas repetidas e teste de Tukey HSD)
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5.4.3 Andlise visual

Fotografias do palato e da lingua representativas de cada grupo
experimental podem ser visualizadas nas Figuras 39 e 40, respectivamente. Nao
foram observadas alteragbes nem no palato nem na lingua dos animais antes da
eutanasia em relacdo ao inicio do experimento para os grupos Cn e Di. Para os
animais do grupo In+Dc, foi possivel observar sinais discretos de inflamacédo no
palato, com éareas de eritema puntiforme (areas evidenciadas) e edema tecidual,
condizentes com o tipo | da classificacdo de Newton® (Figura 39F). Além disso, foi
notado que as rugosidades palatinas de todos os animais do grupo In+Dc
apresentaram-se menos definidas (Figura 39F). Foram observadas areas de
despapilacdo e presenca de placas esbranquicadas nas linguas destes animais
imediatamente apds a remocao dos dispositivos intra-orais contaminados (Figura
40F).
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FIGURA 39 - Aspecto visual do palato dos animais no inicio do experimento e logo apés o
periodo de inducao da estomatite protética para os grupos Cn (A e B), Di (C e D)
e In+Dc (E e F), respectivamente

L

Fonte: O autor.
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FIGURA 40 - Aspecto visual da lingua dos animais no inicio do experimento e logo apés o
periodo de inducao da estomatite protética para os grupos Cn (A e B), Di (C e D)
e In+Dc (E e F), respectivamente

Fonte: O autor.

5.4.4 Contagem de UFC/mL

A recuperacdo fungica (UFC/mL) a partir das coletas nos palatos dos
animais logo apés o periodo de inducéo da estomatite protética esta apresentada na
Tabela 6.
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Tabela 6. Recuperacao fungica a partir de coletas nos palatos dos animais (UFC/mL)

Animal Cn Di In+Dc
1 0 8,3 x 107 1,5x10*
2 0 3,7 x 107 3,3x10°
3 - * 2,0 x 104
4 - * 5,8 x 10°
5 - 2,8 x10? 2,0 x10*
6 - * 1,3x10%

Fonte: O autor.
* Nao foi possivel contabilizar

Nao foi encontrado crescimento fungico em nenhum dos animais do grupo
Cn. A recuperagcdo média de C. albicans apés o periodo de inducdo da estomatite
protética foi aproximadamente 10 vezes maior para 0 grupo In+Dc sob
antibioticoterapia (1,3 x 10* UFC/mL) do que aquela observada na etapa anterior
deste estudo (2,7 x 10®° UFC/mL). Além disso, nas placas de cultura dos animais
pertencentes ao grupo Di ndo foram encontradas colonias de C. albicans, entretanto,
foram observados fungos com aspecto macroscopico diferente de C. albicans
(Figuras 41A e 41B). Também foram observadas col6nias de outras espécies

fungicas nas placas do grupo In+Dc (Figura 41D).
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FIGURA 41 - Aspecto macroscoépico das colénias encontradas nas
placas de cultura apds o periodo de inducdo da
estomatite protética. A: Col6nias fungicas presentes
em um dispositivo do grupo Di; B: Colénias fungicas
recuperadas apo6s coleta do palato de um animal do
grupo Di. C: Crescimento fungico condizente com o
aspecto de C. albicans encontrado em um
dispositivo do grupo In+Dc; D: Colbnias fangicas
recuperadas apo6s coleta do palato de um animal do
grupo In+Dc

A B

4
PURD 10" PURO 10

Fonte: O autor.

Para tipificar as colénias com aspecto macroscopico diferente do da C.
albicans, aliquotas foram semeadas em Candida CHROMagar assim como descrito
no item 4.1. A partir dos resultados apresentados na Figura 42, pode se sugerir a
presenca de C. krusei ou C. glabrata, visto a coloracdo résea apresentada nas

placas de cultura tanto do grupo Di como do grupo In+Dc.
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FIGURA 42 - Placas de Candida CHROMagar utilizadas para identificacéo
presuntiva das colbnias flingicas. A: Identificacdo das colbnias
fangicas pertencentes ao grupo Di; B: Identificacdo das coldnias
fangicas pertencentes ao grupo In+Dc

B

Fonte: O autor.

Identificacdo das coldnias fungicas a partir de material coletado do palato dos
animais (grupo Di: 4P, 2P e 6P; grupo In+Dc: 4M, 3M, 2M, 1M e 6M) e a partir
de material coletado dos dispositivos (grupo Di: D4, D2, D1 e D6; grupo In+Dc:
D5). Controle: semeadura de 10 puL de suspenséo de C. albicans

A concentracdo média de UFC/mL de C. albicans recuperada a partir dos
dispositivos contaminados utilizados pelos animais do grupo In+Dc apés o periodo

de inducgdo da estomatite protética foi de 1,0 x 10° UFC/mL.

5.4.5 Andlise histopatologica

As alteracdes histologicas encontradas foram conzidentes com o aspecto
clinico observado, visto que as linguas dos animais do grupo In+Dc apresentaram-se
muito mais alteradas do que os palatos (Figura 45), e que os tecidos dos animais
dos grupos Cn e Di apresentaram aspecto de normalidade (Figuras 43 e 44,
respectivamente).

Apesar de ter sido possivel identificar microabscessos e discreto infiltrado
inflamatorio no tecido palatal dos animais pertencentes ao grupo In+Dc, néo se
detectou a presenca de pseudo-hifas ou leveduras, nem mesmo na coloracdo PAS
(Figuras 45A e 45B). Por outro lado, as linguas desses animais apresentaram areas
de despapilagdo, microabscessos, intenso infiltrado inflamatério e invaséo tecidual
por pseudo-hifas e leveduras, a qual foi evidenciada pela coloracdo PAS (Figuras
45C e 45D).
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FIGURA 43 — Laminas histologicas representando o grupo Cn (aumento de 200x). A: Lamina
da mucosa palatal em H.E.; B: Lamina da mucosa palatal em PAS; C: Lamina
do dorso lingual em H.E.; D: Lamina do dorso lingual em PAS

Fonte: O autor.
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FIGURA 44 — Laminas histolégicas representando o grupo Di (aumento de 200x). A: Lamina da
mucosa palatal em H.E.; B: Lamina da mucosa palatal em PAS; C: Lamina do
dorso lingual em H.E.; D: Lamina do dorso lingual em PAS

Fonte: O autor.
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FIGURA 45 — Laminas histoldgicas representando o grupo In+Dc (aumento de 400x). A: Lamina
da mucosa palatal em H.E.; B: Lamina da mucosa palatal em PAS; C: Lamina do
dorso lingual em H.E.; D: Lamina do dorso lingual em PAS

| ™

Fonte: O autor.

Setas pretas indicam microabscessos no epitélio; Setas vermelhas indicam infiltrado inflamatorio;
Setas azuis apontam a presenca de formas filamentosas e leveduras de Candida na camada de
queratina

5.4.6 Andlise em microscopia confocal a laser

Algumas leveduras e formas filamentosas viaveis ou ndo de C. albicans
foram encontradas na analise em microscopio confocal laser dos palatos e
dispositivos do grupo In+Dc logo ap6s o periodo de inducéo da estomatite protética.

A Figura 46 ilustra os achados.



FIGURA 46 — Fotomicroscopias obtidas dos palatos e dispositivos do grupo
In+Dc apos o periodo de inducédo da estomatite protética. A e
B: Fotomicroscopias ilustrando leveduras e formas filamentosas
de C. albicans encontradas na superficie externa dos
dispositivos. C e D: Fotomicroscopias ilustrando leveduras de
C. albicans encontradas na mucosa palatina dos animais
(aumento de 63x)

Fonte: O autor.
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6. DISCUSSAO

A primeira hipétese testada no Estudo | foi aceita, uma vez que o0s
dispositivos intra-orais acrilicos foram esterilizados por meio da irradiagcdo com
energia de micro-ondas e o protocolo utilizado para a contaminagdo permitiu a
formagao de um biofilme maduro de C. albicans na sua superficie.

Esta fase preliminar do Estudo | foi necesséaria para confirmar a validade das
etapas prévias necessarias a inducdo de estomatite protética em avaliacdo. Uma
vez que existe a teoria de que a protese atua como um reservatorio permitindo que o
fungo reinfecte a mucosa e contribua para a patogénese da estomatite protética,®®
utilizou-se um protocolo de formac&o de biofilme empregado na literatura®®8%° para
a contaminacao dos dispositivos intra-orais com uma suspensao padronizada de C.
albicans. Pseudo-hifas e blastoporos viaveis de C. albicans patogénica foram
encontrados no biofilme formado na superficie dos dispositivos intra-orais, como
pode ser observado nas fotomicrografias obtidas por microscopia confocal a laser.
Imagens semelhantes foram observadas nas amostras controle negativo do estudo
realizado por Delben et al.® Assim como Chandra e colaboradores®’ relataram em
seu estudo, a andlise das imagens em microscopio confocal deve ser realizada
rapidamente. No entanto, diferente do que os autores mencionam, no presente
estudo n&o ocorreu branqueamento das amostras ou degradacdo do corante, e sim
a desorganizacdo do biofiilme e morte dos microrganismos. A concentracdo do
in6culo utilizado para contaminar os dispositivos ndo excedeu a grandeza de 107,
visto que Chandra e colaboradores® relataram que suspensées acima desse valor
nao aprimoraram a formacao de biofiime em suas amostras. A recuperacao de C.
albicans a partir dos dispositivos contaminados (1,2 x 10% UFC/mL) foi,
aproximadamente, 10 vezes menor que o inoculado inicialmente (2,6 x 10” UFC/mL).

Os dispositivos acrilicos deveriam ser previamente esterilizados para
garantir que fossem contaminados apenas por C. albicans, principal fator etiol6gico
envolvido na patogénese da estomatite protética.*®® Apesar de Candida spp.
interagir com outros microrganismos na cavidade bucal, resultando em um biofilme
misto, complexo e de dificil remoc&0,%% a patogénese da estomatite protética
estda mais relacionada a uma reacdo imunologica mediada por neutroéfilos
polimorfonucleares contra Candida.'°!%! Relata-se na literatura que 93% dos

individuos com sinais clinicos de estomatite protética apresentam infeccao
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flngica®100192103 com a prevaléncia de C. albicans, identificada em 50 a 98% dos
Casos_3,100,102-107

Para a escolha do método mais adequado para a esterilizacdo dos
dispositivos, foram selecionados métodos fisicos utilizados rotineiramente para
desinfeccadol/esterilizacdo de materiais acrilicos: irradiacdo com energia de micro-
ondas, exposicao a luz UV e banho em ultrassom.”®8:1%8-110 Qutros meios fisicos de
esterilizacdo, como calor seco em estufa ou vapor saturado sob pressdo em
autoclaves poderiam danificar a resina acrilica para base de protese devido as altas
temperaturas empregadas.'' Meios quimicos de esterilizagdo como utilizagdo de
formaldeido ou glutaraldeido podem gerar residuos toxicos'*?!'3 que poderiam
influenciar nos resultados histopatolégicos e microbiolégicos de avaliacdo da
mucosa palatina dos animais durante os experimentos de inducdo de estomatite
protética. Dessa forma, estabelecer um método que garantisse a esterilidade dos
dispositivos sem alterar suas propriedades fisico-mecanicas é de fundamental
importancia. A irradiagcdo por energia de micro-ondas na poténcia de 650 W por 3
min foi o Unico método de esterilizacao testado realmente efetivo. A forma pela qual
a eliminagdo dos microrganismos ocorre ainda ndo esta totalmente estabelecida,
porém, estudos sugerem que seja uma interacdo do efeito térmico com o campo
eletromagnético criado no micro-ondas.’* O uso do micro-ondas para
descontaminacdo de corpos de prova de resina acrilica e até mesmo de proteses
removiveis tem sido bastante descrito e preconizado na literatura,t379115118 gada
sua efetividade contra os microrganismos, baixo custo, rapidez e facilidade de
manuseio.''* Ainda, tem sido relatado que o protocolo de irradiagdo a 650 W por 3
min melhora a dureza e resisténcia a flexdo,'™ além de ndo alterar a estabilidade
dimensional da resina acrilica.!®

A triagem dos animais foi realizada para selecdo daqueles C. albicans-
negativos. De acordo com a literatura, o fungo C. albicans n&o coloniza normalmente
a mucosa de ratos e camundongos,'?®1?! apesar de Olsen e Bondevik®® relatarem
gue 78,9% de sua amostra (n=30) apresentava o fungo anteriormente a realizacdo
do experimento. No presente estudo, este microrganismo foi encontrado em 11,5%
(n=6) da amostra triada no total (N=52). Uma possivel justificativa para tal ocorréncia
seria a presenca de colbnias viaveis na maravalha das gaiolas dos animais,!??
resultando em uma contaminacdo transitéria de suas cavidades bucais.*®* Dos

animais selecionados, foram perdidos 5,75% (n=3) durante a complementacéo da
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sedacdo anestésica com maleato de acepromazina. Embora exista o risco de perda
do animal, o periodo de sedacédo prolongado, por 2 a 3 h, é considerado de extrema
importancia para que os fungos gerem tubos germinativos, transformando-se em
hifas e pseudohifas, permitindo assim a invasdo tecidual.'?® A severidade da
infeccdo tem sido correlacionada com o periodo de seda¢cdo dos animais, uma vez
gue a mesma evita a degluticdo da Candida, reduzindo sua presenca no eséfago e
estbmago, promovendo melhor colonizacdo e invasdo tecidual na cavidade
bUC&|.95’123‘124

A literatura apresenta diferentes modelos de dispositivos acrilicos intra-orais,
0s quais incluem a incorporacdo de bandas metdlicas de ac¢o inoxidavel para
cimentacdo ao redor dos incisivos superiores dos animais®®® e a confeccio de
porcdes fixas e removiveis com a inclusdo de imas e fios ortodonticos.>®%® Os
dispositivos palatais utilizados nessa pesquisa foram baseados no modelo de
dispositivo cimentado desenvolvido por Hotta et al.>® No entanto, modificagdes foram
realizadas com o intuito de aprimorar seu design e fixagdo. Optou-se por utilizar
resina acrilica termopolimerizavel incolor para a confeccédo dos dispositivos, a fim de
melhorar a visualizagdo durante a adaptacdo e instalagdo dos mesmos. A
visibilidade no momento da fixacdo € essencial, visto que qualquer defeito na
superficie dos dispositivos pode comprometer a adaptacdo e, com isso, sua
permanéncia na cavidade bucal. Ao adicionar nitrato de miconazol a resina acrilica
autopolimerizavel, Norris e colaboradores® obtiveram dispositivos opacos, que
dificultaram a deteccéo de falhas, e como consequéncia, nove dispositivos foram
perdidos no decorrer do experimento.

Além da forma de fixacdo, a dieta administrada aos animais é um fator
importante para a permanéncia dos dispositivos na cavidade bucal e,
consequentemente, para o desenvolvimento da candidose. Ao receberem dieta
pastosa e terem os dispositivos fixados com cimento resinoso, apenas um animal
utilizado neste estudo perdeu o aparato. Em contrapartida, Jennings e MacDonald?*
relataram a perda de 13 dispositivos durante os primeiros dias pos-instalacdo. Em tal
estudo, os animais foram alimentados com racéao soélida e os dispositivos, fixados por
meio da cimentagdo de uma banda metalica nos incisivos utilizando resina acrilica
autopolimerizavel. Estes autores recuperaram Candida em apenas trés animais apos
o periodo de uso dos dispositivos, o qual teve duracdo de 28 dias. Dentre as opcdes

de dietas ja testadas para tal fim na literatura, as dietas liquida,3* pastosa®*®® e em
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gel®® sdo que apresentaram os melhores resultados, com menor acimulo de detritos
alimentares entre os dispositivos e palatos dos animais.

Um dos principais diferenciais do presente modelo de indugdo de estomatite
protética € a utilizacdo de dispositivos palatais que possibilitaram a infeccdo do
palato e da lingua concomitantemente, visto que os aparatos sdo totalmente imersos
no inoculo de C. albicans durante sua contaminacdo. Os modelos apresentados na
literatura consistem na inoculagdo do microrganismo apenas no palato e/ou parte
interna dos dispositivos.?42>29-33.39.58 Topouti et al.>* contaminaram seus dispositivos
com um biofiilme de C. albicans de maneira semelhante ao presente estudo, no
entanto, relataram que somente a porgao interna dos dispositivos foi contaminada e
nao encontraram sinais de inflamacéao nas linguas dos animais avaliados.

Durante a comparacdo dos diferentes protocolos de inducdo de candidose
bucal na segunda etapa do Estudo I, foi possivel observar que os grupos inoculados
com uma suspensao liquida de C. albicans apresentaram valores de recuperacao de
C. albicans inferiores aqueles que utilizavam dispositivos acrilicos contaminados.
Tais achados estdo de acordo com Shakir et al.,*® que notaram que a presenca de
um aparato acrilico foi fundamental no desenvolvimento da estomatite protética,
visto que apenas a inoculagcdo nao foi capaz de promover alteracdes clinicas e
histol6gicas no palato dos animais. Uma possivel justificativa para isso seria o fato
de que o uso dos dispositivos promove condi¢cfes favoraveis a formacao de biofilme
e conversdo em hifas, como a exaustdo de metabolitos ou a baixa tensdo de
oxigénio.*°

Na segunda etapa do Estudo I, os animais ndo foram submetidos a
antibioticoterapia e tiveram os dispositivos mantidos em posicdo assim como
proposto por Tobouti et al.®* Entretanto, estes autores observaram eritema
puntiforme (tipo | de Newton) logo apdés a remocéo de dispositivos utilizados por
guatro dias e, no presente estudo, ndo foram encontradas alteracdes visuais nos
palatos dos animais no decorrer de todo o experimento. Isto pode ter sido devido ao
fato de que esses autores administraram uma dieta liquida suplementada com
vitaminas e aminoacidos aos animais. Essa administracdo ndo foi seguida neste
estudo uma vez que Hotta et al.>® relataram que a dieta liquida, apesar de propiciar
menor acumulo de detritos nos dispositivos intra-orais, causou perda de peso,
escurecimento dos pelos, prostracdo e morte de muitos animais por desnutricdo

ap6s 7 dias de avaliacdo. No presente estudo, também nédo foram registradas
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alteracbes de comportamento e de peso dos animais ou mortes decorrentes da
utilizacdo dos dispositivos ou da administracédo da dieta pastosa.

Embora ndo tenha sido o objetivo inicial do presente estudo, foram
observadas regifes despapiladas nas linguas dos animais dos grupos In, Dc e In+Dc
que estdo associadas a inducéo de candidose.®” De acordo com Van Wyk et al.,'® a
superficie dorsal da lingua parece ser a melhor regido anatémica para avaliar o
desenvolvimento de lesGes por C. albicans. Provavelmente, a razdo pela qual isso
ocorre esta relacionada ao tipo de epitélio, visto que o epitélio da lingua ndo é tédo
denso e ortoqueratinizado como o do palato duro.}?® Ainda, Samaranayake e
Samarayake'?’ relataram que lingua de ratos imunocompetentes é facilmente
colonizada por Candida, apresentando lesdes condizentes com glossite romboide
mediana e candidose atrofica.

A recuperacdo de C. albicans foi baixa ap6s o periodo de inducédo da
candidose bucal, visto a concentragcdo inoculada inicialmente. Esses achados
condizem com as observacdes da segunda etapa do Estudo I. Apesar de ndo terem
sido visualizadas alterac6es no palato dos animais, ainda foi possivel recuperar o
fungo nas coletas dos palatos em até quatro dias apés a inducdo da candidose bucal
(T1) e maiores valores de recuperacdo foram obtidos no grupo In+Dc.
Histologicamente, ndo foram encontradas alteracdes no palato e lingua de nenhum
animal, independente do grupo experimental, achado condizente com o aspecto
clinico observado ao final do periodo de acompanhamento de 7 dias. Dessa forma, a
segunda hipotese testada no Estudo | foi aceita e estes resultados estdo de acordo
com Conti et al.,*?® que relataram que animais adultos so resistentes a coloniza¢&o
fungica e a candidose e que a completa perda de fungos ocorre entre trés a quatro

37 as lesBes

dias ap6s sua inoculacdo oral. De acordo com Junqueira et al.,
desaparecem e as hifas de Candida sdo eliminadas do organismo pelo sistema
imune do hospedeiro.

Diferentes abordagens tém sido propostas para auxiliar no desenvolvimento

de candidose bucal em modelo murino, tais como a administracdo de

antibiéticos,23,36-38,58,67-69,95,120,129,130 36,38,39,67-69,95,131 e

imunossupressores,

%6 além da realizagdo de sialoadenectomial®?133 e até mesmo

antimuscarinicos,
alimentacdo com dieta rica em carboidratos.’*® A administragdo de
imunossupressores tem sido uma alternativa pouco explorada para o

desenvolvimento de estomatite protética,® apesar de existirem protocolos com o uso
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desses medicamentos para o desenvolvimento da infeccdo na lingua de ratos e
camundongos.6:38.67.69.95121.131 N entanto, essa abordagem pode ser questionada
pelo fato de que a estomatite protética ndo acomete apenas pacientes
imunocomprometidos e por haver relatos de severo comprometimento do bem-estar
dos animais, com perda significativa de peso e reducdo do grooming e de suas
atividades.?

Com isso, optou-se por instituir antibioticoterapia com a administracdo de
tetraciclina na concentracdo de 0,83 mg/mL na agua de beber dos animais.®”® O
regime antibidtico teve inicio 7 dias antes da inoculacédo da Candida e instalacdo dos
dispositivos contaminados e continuou até o fim do experimento. Apesar da
mudanca no sabor da &gua poder influenciar negativamente o seu consumo, O
tratamento com agentes antibacterianos pode ser importante na transicdo de
comensalismo para parasitismo!** e na erradicacdo da populagdo antagonica
comensal da microbiota bucal,*” além de ser um método bastante empregado na
literatura.23:36-38.67-69.95120.130 Ajnda que o volume de agua consumido pelos animais
nao tenha sido contabilizado, pdde-se observar que a adicdo do farmaco nao os
inibiu de consumi-la. Como as gaiolas continham mais de um animal, ndo foi
possivel determinar a quantidade exata de tetraciclina ingerida por cada um, porém,
0o mesmo protocolo foi realizado por outros estudos®/%8%> sem menc&do sobre o
comprometimento dos resultados.

A associacao do uso de dispositivos acrilicos intra-orais com a administracao
de tetraciclina tornou os animais dos grupos Di e In+Dc vulneraveis a contaminacao
por outros fungos que nao somente C. albicans. A espécie de C. krusei ja foi
identificada previamente em outro estudo de inducdo de candidose em ratos
submetidos a antibioticoterapia, e estava presente na cavidade bucal de um animal e
também em uma amostra de racdo.? A presenca de fungos de diferentes géneros
tais como Aspergillus spp., Penicillium spp. e Cladosporium spp. foi relatada em um
biotério de Nova Orleans, tendo sido sua origem atribuida ao material utilizado para
forrar as gaiolas dos animais.®®

A terceira hipétese testada no Estudo | também foi aceita. Visualmente, os
palatos dos animais apresentaram discreto eritema puntiforme grau | de Newton,® e
as linguas encontravam-se despapiladas e com placas esbranquicadas
imediatamente apés o periodo de inducdo da estomatite protética. A concentracdo

de UFC/mL de C. albicans nesta etapa do estudo foi dez vezes superior a
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recuperada a partir das coletas no palato dos animais que nao receberam
antibidtico. Nas laminas histologicas dos palatos dos animais foi possivel notar a
presenca de microabscessos e discreto infiltrado inflamatorio e, apesar da auséncia
de pseudo-hifas e leveduras, as mesmas foram observadas em microscopio
confocal a laser. As laminas das linguas apresentaram microabscessos, intenso
infiltrado inflamatdrio e penetracdo de pseudo-hifas e leveduras no epitélio. Foldvari
et al.,*® Ishijima et al.,®® Martinez et al.*® e Junqueira et al.*’ relataram a presenca de
pseudo-hifas e blastoporos, microabscessos, hiperplasia epitelial,
hiperparaqueratose, espongiose, exocitose e infiltrado inflamatério nas linguas dos
animais ap6s acompanhamento igual ou superior a 7 dias. Nestes estudos, a
tetraciclina também foi administrada na agua de beber com3¢3%% ou sem® a
associacao de imunossupressores.

No presente estudo, objetivou-se desenvolver estomatite protética em ratos
imunocompetentes seguindo protocolos de curta duracdo estabelecidos na literatura.
Visto que inicialmente ndo foram observadas alteracGes clinicas nos palatos dos
animais, optou-se entdo por se instituir antibioticoterapia como uma medida que
facilitasse a infeccdo por C. albicans. Ainda assim, o aspecto visual da mucosa
palatal apresentou alteraces muito sutis, sugerindo que protocolos mais invasivos
e/ou de exposicdo prolongada ao microrganismo sejam testados futuramente.
Apenas dois estudos®3* encontrados na literatura disponivel apresentam imagens
do aspecto clinico do palato dos animais, sendo que em ambos os animais utilizados
eram imunocompetentes e ndo foram tratados com antibiéticos. Os autores desses
estudos encontraram lesdes dos tipos | e Il da classificacdo de Newton.® Além da
dieta liquida utilizada por Tobouti et al.,3 outra possivel justificativa para tais

resultados seria a utilizagdo de uma pasta de leveduras sedimentadas,?®

a qual,
segundo os autores, teve resultados superiores quando comparados a suspensao
liguida. Outra diferenca diz respeito a duragcdo dos protocolos para inducédo da
doenca. Enquanto Tobouti e colaboradores®* desenvolveram lesées do tipo | em 4
dias de uso de dispositivos intra-orais contaminados com biofilme de C. albicans,
Johnson e colaboradores?® levaram de 6 a 8 semanas ap0s a inoculagdo da pasta
de leveduras nos dispositivos para observar lesdes do tipo Il da classificacdo de
Newton.®

A escassez de imagens clinicas poderia ser justificada pelo fato de que as

lesbes de estomatite protética em ratos, apesar de histologicamente semelhantes,
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s&o clinicamente mais discretas do que aquelas encontradas em humanos.?® Assim,
outra alternativa seria a utilizacdo apenas dos métodos de contagem de colbnias
viaveis e de analise histopatologica como parametros indicativos da presenca da
doenca. Uma das limitacdes do presente estudo a ser considerada foi a utilizacdo de
ratos Wistar convencionais, visto que Jones e colaboradores®® relataram que em
animais germ-free a contaminacéo por Candida ocorre de maneira mais intensa. Na
sequéncia, outros animais do grupo In+Dc submetidos a antibioticoterapia deveréo
ser acompanhados pelo periodo de 7 dias apds a instalacdo da doenca a fim de

verificar a sua longevidade, assim como na segunda etapa do Estudo |I.
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7. CONCLUSAO

- A irradiacdo por energia de micro-ondas foi 0 Unico método dentre os testados que
promoveu a esterilizacdo dos dispositivos palatais e o protocolo utilizado para a
contaminacgdo dos dispositivos palatais demonstrou-se adequado e satisfatério para

a formacéao de biofilme de C. albicans;

- Os protocolos de inducéo de candidose néo foram eficazes o suficiente para induzir
alteracdes visiveis nos palatos dos animais imunocompetentes, apenas nas suas
linguas. A contagem de UFC viaveis foi baixa e diminuiu com o passar do tempo. O

grupo In+Dc foi 0 que apresentou as alteracdes mais severas;

- Com a administracdo de tetraciclina na agua de beber, o protocolo In+Dc foi
aprimorado, permitindo o desenvolvimento de lesGes de estomatite protética, as
quais  foram confirmadas macroscopicamente, microscopicamente e

histologicamente.



ESTUDO Il

Avaliacdo de toxicidade sistémica aguda a clorexidina em ratos Wistar
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Detectar a toxicidade aguda hepatica, renal, pulmonar e gastrica causada
pela administracdo de doses toxicas de Clx em ratos machos por meio de andlises

bioguimicas e histolégicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Quantificar os parametros bioquimicos transaminase glutamico-oxalacética (TGO),
transaminase glutdmico-pirivica (TGP), fosfatase alcalina na verificacdo de
hepatotoxicidade aguda a Clx em ratos machos;

2. Quantificar os pardmetros bioquimicos ureia, creatinina e acido arico na
verificacdo de nefrotoxicidade aguda a Clx em ratos machos;

3. Quantificar os parametros bioquimicos glicemia e lactato desidrogenase na
verificacdo de outras alteragcfes metabolicas agudas frente a administragcdo de Clx
em ratos machos;

4. Avaliar por meio da coloracdo de hematoxilina-eosina (H.E.) a hepatotoxicidade,

nefrotoxicidade, toxicidade pulmonar e gastrica agudas a Clx em ratos machos;

3.3 HIPOTESES TESTADAS
1. Os danos sistémicos hepatico, renal, pulmonar e gastrico causados pela
administracdo via gavage da Clx poderiam ser detectados por meio de

andlises bioquimicas e/ou histologicas.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Para a execucdo do Estudo Il, foram utilizados 18 ratos machos Wistar
(Rattus norvegicus albinus), que apresentavam 90 dias de idade e peso entre 300 g
e 400 g. Os animais foram obtidos por meio do NAEVI/UEPG, ap6s aprovacédo do
formulério de autorizac&o para uso de animais em pesquisa pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) desta Universidade (protocolo CEUA 048/2016 —
ANEXO A).

As condi¢cbes de alimentacdo e alojamento dos animais também foram
adequadas as normas do NAEVI/UEPG. O protocolo experimental esta de acordo
com o The Guiding Principles for the Care and Use of Animals.

Os animais receberam agua ad libitum e 150 g de rac&o solida por
gaiola/dia, proveniente do NAEVI/UEPG. O consumo de comida foi avaliado durante
0 experimento, ao se realizar a pesagem da ragao remanescente nas gaiolas a cada
24 h. Verificou-se a média de racdo consumida nos trés dias anteriores a gavage e a
guantidade consumida 24 h apds o procedimento.

Os animais foram alojados em gaiolas em grupos de 4 ou 5. Cada gaiola
apresentava apenas animais do mesmo grupo, para que fosse possivel estimar a
guantidade de racdo consumida pelo grupo ap6s o experimento. Os ratos foram
identificados por meio de marcacdes em suas caudas com canetas esferograficas.
As caixas nas quais os animais foram armazenados apresentavam identificacao
conforme protocolo do NAEVI/UEPG.

As condi¢des de iluminacéo, ventilag&do, temperatura e umidade estavam de
acordo com as normas do NAEVI/UEPG: fotoperiodos de 12 h; cerca de 15 a 20
trocas de ar/hora; temperatura entre 20° e 24°C e taxa de umidade relativa entre 45
e 55%.

Para a manipulagdo dos animais, 0os pesquisadores utilizaram equipamentos
de protecéo individual (EPIs), de acordo com a Resolu¢do CEPE/UEPG n.057, de 13
de julho de 2004. Todos os materiais e instrumentais utilizados durante a pesquisa
foram previamente esterilizados e aqueles ndo passiveis de esterilizacdo foram
adequadamente desinfetados.

No decorrer do experimento, a saude dos animais foi monitorada por meio
da observacdo de condicbes como a quantidade de racdo consumida e massa

corporal.
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4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

O Estudo Il contou com dois grupos experimentais (n=9):
1. Controle negativo (CN): administracdo de 1,5 mL de agua destilada (veiculo);
2. Clorexidina (Clx): administracdo de 1,5 g/Kg de diacetato de CIx*® diluido no
veiculo (300 puL de uma suspensao de Clx a uma concentracdao de 0,5 g/mL para
cada 100 g de peso do animal).

As substancias foram acondicionadas em seringas de 3 mL (PROCARE;
Lamedid Comercial e Servigos Ltda., Barueri, SP) e administradas por um operador
experiente em dose Unica via gavage utilizando uma sonda esofagica (Figura 47)

estando os animais estabilizados porém néo sedados.

FIGURA 47 - Sonda esofagica utilizada para o procedimento
de gavage

Fonte: O autor.

4.3 ANALISE DE PARAMETROS BIOQUIMICOS

Apo6s 24 h da administragdo via gavage, os animais foram anestesiados para
coleta de sangue via puncio cardiaca.'®’ Diferente do Estudo |, os animais foram
sedados anteriormente a realizacdo da eutanasia com hidrato de cloral a 4%
(Sigma-Aldrich) administrado intraperitonealmente na dose de 1 mL para cada 100 g
de peso do animal.

Para tal, utilizou-se seringas de 3 mL heparinizadas e agulhas 0,8 x 30 mm
(21G; BD PrecisionGlide™, Curitiba, PR). O volume de sangue coletado (= 3 mL) foi

transferido para eppendorfs contendo 2 pL de heparina (Actparin® Bergamo,
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Tabodo da Serra, SP), os quais foram agitados delicadamente de forma que o
sangue se misturasse com a heparina. Em seguida, realizou-se a centrifugacao
(Centrifuge 5810 R, Eppendorf do Brasil) das amostras a 5.000 rpm por 7 min para
obtencdo do plasma sanguineo, o qual foi transferido para novos eppendorfs, que
foram armazenados em freezer -20°C (Electrolux, Curitiba, PR) até o momento da
realizacdo das analises.

As analises bioquimicas foram realizadas pelo Laboratorio Escola da UEPG.
Foram dosados os niveis de glicemia, ureia, creatinina, &cido Urico, transaminase
glutamico-oxalacética (TGO), transaminase glutamico-piravica (TGP), fosfatase

alcalina e lactato desidrogenase.

4.4 OBTENCAO DOS ORGAOS PARA ANALISE HISTOPATOLOGICA

Feita a coleta do sangue, a eutanasia foi realizada por deslocamento cervical
e confirmada ao se verificar auséncia de movimentos respiratorios, batimentos
cardiacos e perda dos reflexos.”

Os o6rgaos (rins, pulmobes, figado e estbmago) foram removidos
cirurgicamente e acondicionados em frascos com solucdo de formalina 10%
contendo PBS e encaminhadas para o processamento histolégico.

Apo6s o fim do experimento, as carcacas dos animais foram encaminhadas

ao NAEVI/UEPG e incineradas, seguindo as normas preconizadas pela Instituicao.

4.4.1 Processamento das amostras histologicas
Idem a forma de processamento das linguas do Estudo |, descrita no item
4.7.3.1.

4.4.2 Obtencéao das fotomicrografias
Idem ao item 4.7.3.2 do Estudo I.

4.4.3 Andlise histopatoldgica

De maneira geral, os 6rgaos removidos foram analisados quanto a presenca
de vasodilatagdo, vasocongestdo, exsudato inflamatorio, areas hemorragicas e/ou
necroticas e sinais de inflamacédo tecidual. Mais especificamente, as alteracdes
pulmonares abrangeram a desorganizacdo e/ou colabamento dos alvéolos; as

hepaticas consideraram a ocorréncia de edema (vacuolizacdo) dos hepatécitos e
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perda do contorno celular; as gastricas compreenderam desorganizacao do epitélio
e destruicdo da mucosa gastrica; e as renais incluiram desorganizacao tecidual e
glomérulos alterados. Foram atribuidos os seguintes escores para comparagao:

0: sem alteragdes;

1: alteragfes muito leves;

2: leves;

3: moderadas e

4: severas.

As fotomicrografias foram avaliadas por dois histopatologistas experientes,
calibrados e cegos para este experimento. Inicialmente, os avaliadores examinaram
as seccdes histologicas individualmente e, entdo, reuniram-se para discutir as

caracteristicas das imagens e atribuir o escore que melhor representava cada uma.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Para as analises de monitoramento dos animais, inicialmente, foi constatada
a normalidade dos dados com o teste Shapiro-Wilk e a homogeneidade pelo teste de
Levene e, na sequéncia, 0 peso e o consumo de racado para cada grupo antes e pés-
gavage foram comparados utilizando a ANOVA 2-fatores de medidas repetidas
seguida pelo teste de Tukey HSD (a=0,05) (IBM SPSS 19; SPSS Inc.).

Para as andlises dos parametros bioquimicos, constatou-se a normalidade
dos dados com o teste Shapiro-Wilk e a homogeneidade com o teste de Levene a
um nivel de significancia de 95% (IBM SPSS 19; SPSS Inc.). Os resultados foram,
na sequéncia, analisados pelo teste T ndo-pareado (a=0,05, IBM SPSS 19; SPSS
Inc.).

Para a comparacédo entre os escores atribuidos aos grupos para as analises
histopatolégicas de todos os 6rgaos foi utilizado o teste de qui-quadrado (a=0,05,
IBM SPSS 19; SPSS Inc.).
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5 RESULTADOS
5.1 MONITORAMENTO DOS ANIMAIS
Nenhum animal foi perdido durante o Estudo Il. No entanto, foi possivel

observar dificuldades respiratorias e alteracbes comportamentais em cinco animais
do grupo ClIx (55,5%) logo apds a realizacdo da gavage. Esses animais mostraram-
se acuados, com reducdo das atividades e indiferentes a manipulacdo até o
momento da eutanasia. Além disso, dois animais do grupo CIx (22,2%)
apresentaram escurecimento dos pelos e irritagdo cutanea.

As médias referentes ao peso dos animais e consumo de racdo estdo

apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7. Média e DP dos pesos inicial e final (g) dos animais e do consumo de ragéo (g) trés dias
antes e 24 h apds a gavage

Grupo Peso inicial Peso final (g) Consumo de Consumo de
(9) racdo (g) pre-  racao (g) pds-

gavage gavage
CN 342,0+22,0B 352,2+26,2A 1276 +21,3A 126,0 + 33,8 A
Clx 351,9+32,7A 340,2+21,0B 1259+150A 26,4+142B

Fonte: O autor.
Médias + DP seguidos por letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante
(ANOVA 2-fatores de medidas repetidas e teste de Tukey HSD)

Houve aumento e reducdo estatisticamente significativos no peso dos
animais dos grupos CN e CIx, respectivamente (p=0,001). Além disso, os animais do
grupo ClIx apresentaram diminuicdo estatisticamente significativa no consumo de
racao (p=0,008). Para o grupo CN, n&o houve diferenca no consumo de racao antes
e pos-gavage (p=0,890).

O peso inicial dos animais do grupo CN era inferior ao do grupo CIx e, apos
gavage, o0 peso dos animais do grupo experimental Clx igualou-se ao peso inicial do
grupo CN (p<0,001). O consumo inicial de racdo foi semelhante entre os grupos
(p=0,935) e, apb6s gavage, o consumo de racdo do grupo CIx foi estatisticamente

inferior ao do grupo CN (p=0,012).

5.2 PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os achados de tal avaliacdo estédo apresentados na Tabela 8.



Fosfatase alcalina (1U/L)
Lactato desidrogenase (IU/L)

403,89 £ 119,31
263,00 + 104,22

Pardmetros bioquimicos CN Clx
Glicose (mmol/L) 10,64 + 1,24 11,40 £ 1,09
Ureia (mmol/L) 15,23 +1,54 13,87 + 3,95
Creatinina (umol/L) 29,56 + 4,78 29,07 + 3,84
Acido urico (umol/L) 66,08 £ 50,33 38,33+ 22,86
TGO (IU/L) 93,00 + 22,20 125,00 + 32,40*
TGP (IU/L) 76,22 £ 14,10 107,44 + 28,74*

274,22 +91,44*
243,44 + 92,70
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Tabela 8. Valores bioquimicos plasmaticos médios ap6s administracdo via gavage de dose Unica de
veiculo (CN) ou de ClIx em ratos

Fonte: O autor.
* Diferenca estatisticamente significativa (teste T ndo-pareado).

Nao houve diferenca significante entre os grupos para os parametros glicose
(p=0,189), ureia (p=0,412), creatinina (p=0,495), &cido drico (p=0,236) e lactato
desidrogenase (p=0,680). Maiores valores de TGO (p=0,026) e TGP (p=0,009) foram
encontrados para o grupo CIx em relacdo ao grupo CN. Para fosfatase alcalina, o

grupo Clx apresentou menores valores em relacédo ao grupo CN (p=0,020).

5.3 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Os resultados referentes a analise histopatolégica realizada pelos
examinadores sdo exibidos na Figura 48.

Com base nessa avaliacdo, determinou-se que a maioria dos pulmdes de
ambos o0s grupos apresentou danos leves (p=0,451; Figura 48), correspondentes ao
escore 2 (56% do grupo CN e 44% do grupo CIx). Dentre essas altera¢fes, podem-
se citar areas de hemorragia e exsudato, vasocongestdo e presenca de infiltrado
inflamatorio (Figuras 49A e 49B).

O escore 3 (danos moderados) foi o mais frequente para os figados dos
animais do grupo CN (6 dos 9 animais, cerca de 67%), enquanto que a maior parte
dos animais do grupo CIx ndo apresentou alterac6es hepéaticas (escore 0 para 8 dos
9 animais, cerca de 89%) (p=0,009; Figura 48). A alteragcdo mais comum encontrada
foi edema celular nos hepatocitos (Figura 49C).

A administracdo de Clx causou danos moderados (p=0,05) ao estbmago de
4 dos 9 animais utilizados (44%), os quais incluiram desorganizacdo do epitélio da

mucosa gastrica, presenga de infiltrado inflamatorio, extravasamento de hemacias e
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areas necroticas (Figura 49F). Ja para os animais do grupo CN, as laminas se
revelaram com aspecto de normalidade ou com alteragbes muito leves (cerca de
67% e 33%, respectivamente) (Figura 49E).

Finalmente, a avaliag&do histolégica dos rins revelou aspecto de normalidade
ou alteragcbes muito leves nos animais controle (cerca de 67% e 33%,
respectivamente) e alteracdes leves na maioria dos animais do grupo experimental
(cerca de 56%) (p=0,120), das quais podem-se citar algumas areas focais de
hemorragia, congestao vascular e exsudato (Figura 49H).

N&o se atribuiu escore 4 (alteracbes severas) a nenhum 6rgdo avaliado,

independente do grupo.

Figura 48 — Resultados dos escores atribuidos as laminas histologicas de cada 6rgédo analisado
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3 34
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w w
14 14
0- 1 0 - -
C|N C'lx C'N Cllx

Fonte: O autor.

Medida de tendéncia central: mediana (Q2); Disperséo dos dados: desvio inter-quartilico (Q1 e Q3)
e Amplitude: valores maximo e minimo.

* Diferenca estatisticamente significativa (teste Qui-quadrado).
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FIGURA 49 - Laminas histologicas dos érgdos analisados coradas em H.E.
(aumento de 200x). Laminas representando pulmao dos grupos CN (A
— escore 2) e CIx (B — escore 2); Laminas representando figado dos
grupos CN (C — escore 3) e Clx (D — escore 0); Laminas representando
estdmago dos grupos CN (E — escore 0) e Clx (F — escore 3); Laminas
ore 2)
\_/)9’7; 3

Fonte: O autor.

Areas destacadas em vermelho indicam regides hemorragicas ou de
extravasamento de hemacias; Estruturas destacadas em azul indicam hepat6citos
edemaciados; Setas verdes indicam &reas com presenca de exsudato.
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6. DISCUSSAO

A administracdo via gavage de Clx na concentracdo de 1,5 g/Kg utilizada no
presente estudo foi segura e nao resultou na perda de nenhum animal, assim como
reportado por Chow et al.** Entretanto, foram identificadas algumas alteragdes apés
a realizacdo da gavage nos animais do grupo CIx, como dificuldades respiratérias,
reducdo do padrao de atividades e do consumo de racdo e perda de peso, achados
condizentes com a literatura.?”4?4* Diferente do relatado por Xue et al.,*? os animais
ndo se recuperaram dentro de duas horas apdés a administracdo do farmaco,
continuando indispostos até o momento da eutanasia.

A dose de CIx utilizada foi estabelecida com base no estudo realizado por
Chow e colaboradores,” no qual os animais apresentaram sinais de danos
hepaticos e renais, sem, no entanto, irem a 6bito. Ao se calcular a dose equivalente
em humanos, obtém-se o valor de 243,2 mg/Kg, o que correspondente a 14,6 g para
uma pessoa pesando 60 Kg.!'®® Tal concentracdo é inferior a ingerida em uma
tentativa de suicidio mal sucedida relatada por Massano e colaboradores,* na qual
um paciente consumiu cerca de 30 g de CIx e muito superior a concentracao
inibitéria minima ao biofiime de C. albicans para a CIx, estabelecida para a
incorporacdo em materiais resilientes para reembasamento de proteses totais (64
mg de Clx para cada grama de material.®® O volume administrado aos animais foi
considerado aceitavel® e foi baseado no estudo piloto que verificou que
guantidades menores de agua destilada ndo foram capazes de diluir totalmente a
Clx, resultando em acumulo do farmaco no estbmago dos animais e, com isso,
comprometendo sua absorgéo.

A hipo6tese de que os danos hepatico, renal, pulmonar e gastrico causados
pela administracdo via gavage da Clx poderiam ser detectados por meio de analises
biogquimicas e/ou histologicas foi parcialmente aceita, uma vez que nao foram
observados danos renal e pulmonar por essas avaliagdes.

Os animais do grupo Clx apresentaram aumento significativo da atividade
das enzimas TGO e TGP, indicando alteracbes hepaticas. Outros estudos ja
demonstraram a capacidade da CIx em elevar os niveis dessas enzimas, tanto em
ratos Wistar,** como em humanos.** Também se notou reducdo significativa nos
niveis de fosfatase alcalina, alteracdo n&o identificada por Xue et al.*? Esse
decréscimo poderia ser resultado de uma injaria & mucosa intestinal.}*° Apesar de o

intestino ndo ter sido analisado, a literatura apresenta um caso de necrose da
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mucosa intestinal devido a ingestdo indevida de CIx.** N&o foram observadas
alteracdes significativas nos parametros creatinina, ureia, acido urico, lactato
desidrogenase e glicemia. Esses achados também foram contra os expostos por
Xue et al.,*? que relataram aumento significativo dos niveis de creatinina e lactato
desidrogenase nos animais que receberam CIx na concentracdo de 0,2%. Essas
divergéncias poderiam ser explicadas pelas diferentes concentracdes, via de
administragdo do farmaco utilizadas e periodos avaliados.

Embora as dosagens de TGO e TGP tenham se apresentado elevadas para
o grupo CIx, sugerindo alteracbes no figado, a grande maioria das laminas
histol6gicas dos animais pertencentes a esse grupo mostrou-se com aspecto de
normalidade, sugerindo um possivel reparo tecidual. Estudos que induziram danos
hepaticos em ratos mostraram que o reparo tecidual ocorreu de forma relativamente
rapida, em até 120 h apds a inducdo da injaria.**%142 Apesar de n&o existir uma
comparacdao direta entre o potencial danoso da ClIx e os protocolos destes estudos,
outra evidéncia que reforca essa possibilidade é o fato de os animais do grupo CIx
terem se mantido praticamente sem alimentacado durante o periodo experimental e a
existéncia de relatos que mostraram que o reparo tecidual em animais sob restricao
alimentar é maior do que naqueles que recebem alimentac&o ad libitum.*? Ainda, o
restabelecimento da normalidade nos niveis de TGO e TGP aparenta ser mais lento,
com estudos mostrando altas dosagens apés 7 dias da administracdo da Clx para
ratos*? até 6 meses* apos a ingestdo por um paciente de 150 mL de gluconato de
ClIx. Por outro lado, os figados dos animais do grupo CN apresentaram danos
moderados significativos, principalmente edema nos hepatdcitos, achado um tanto
guanto contraditério, visto que ndo ha relatos de que a agua destilada ou a técnica
da gavage em si poderiam provocar tal reacao.

A administracdo de CIx provocou danos géstricos moderados com diferenca
estatisticamente significante em relagdo ao grupo controle, dentre os quais podem-
se elencar areas de necrose tecidual, presenca de infiltrado inflamatorio e
desorganizacéo do epitélio da mucosa géastrica. Xue e colaboradores®? reportaram o
desenvolvimento de necrose e congestdo estomacal apds administracdo via oral de
Clx na dose de 1250 mg/Kg para ratos Sprague-Dawley e Roche et al.*® relataram a
ocorréncia de multiplas erosGes na parte inferior do estbmago de um paciente que

ingeria a substancia de forma inadvertida.
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Apesar de Grassi et al.*® e Xue et al.’? sugerirem que o rim é um 6rgéo
suscetivel a acdo téxica da CIx, ndo foram encontrados sinais de danos renais
moderados ou severos no presente estudo. As dosagens de creatinina, ureia e acido
arico do grupo experimental ndo divergiram significativamente das do grupo controle
e, histologicamente, foi possivel detectar algumas areas focais de hemorragia,
congestdo vascular e exsudato, sem a ocorréncia de necrose tecidual ou alteracao
nos glomérulos.

A fim de reduzir a ocorréncia de possiveis vieses, algumas medidas foram
tomadas durante a execucdo do experimento. Primeiramente, optou-se por mudar o
protocolo anestésico utilizando hidrato de cloral a 4% para realizacdo da puncao
cardiaca e eutanasia, visto que o cloridrato de xilazina tem como um de seus efeitos
a ocorréncia de hiperglicemia.*® Decidiu-se administrar a Clx via gavage tendo em
vista a vantagem de garantir que todos 0s animais recebessem a mesma dose do
farmaco.*41%° O gosto desagradavel da Clx provavelmente inibiria os animais de
consumi-la caso fosse adicionada a agua de beber, assim como aconteceu no
estudo de Kornman et al.** Ainda assim, existe a possibilidade da ocorréncia de

microaspiragao, 4

0 que poderia justificar as alteracdes histolégicas encontradas
nos pulmdes dos animais controle. Apesar de tal limitagcdo dificultar o
estabelecimento dos efeitos toxicos da Clx no tecido pulmonar, outros estudos ja
mencionaram seu potencial lesivo, relatando a ocorréncia de espirros, dificuldades
respiratorias, as quais também foram observadas no presente estudo, edema e
hemorragia pulmonar,* congestdo dos alvéolos e capilares® e até mesmo sindrome
do desconforto respiratério agudo.*®

Os achados deste estudo sugerem que 0s parametros bioquimicos TGO,
TGP e fosfatase alcalina e que a analise histolégica podem ser utilizados na
deteccdo do potencial toxico da ClIx. Dessa forma, futuros estudos de toxicidade
sistémica da clorexidina em nivel terapéutico poderado ser realizados utilizando como

referéncias esses marcadores.
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7. CONCLUSAO
- Os parametros TGO e TGP podem ser utilizados para avaliar a hepatotoxicidade
causada pela Clx, apesar de ndo haver alteracdes histopatologicas no figado. Além

disso, danos gastricos foram detectados por meio da analise histopatologica.
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COMISSAO DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVACAO

Processo CEUA - 048/2016
Protocolo UEPG - 15589/2016

Titulo - “Avaliagdo toxicologica em modelo animal de dispositivo palatal
acrilico reembasado com condicionador de tecido modificado por
antifingicos”

Interessado: Gustavo Sim&o Moraes (mestrando) e Professora Vanessa Migliorini Urban

PPG em Odontologia (vanurban@yahoo.com)
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Resultado: Aprovado
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ANEXO B - Protocolo de processamento histolégico (histotécnico) - UEPG:

FOrmol 10% tampoOnadO.........ccooeeeeiiiee e e e eee e 5 min

Y UT: VO 1h

AICOOI T00... . oottt ettt et e et e e e e e 1 h 30 min
AICOOI B0, ettt et e ettt 1 h 30 min
AICOOI 950, ettt ettt 1 h 30 min
AICOO! ELICO ADSOIULO. ...ttt e e 1 h 30 min
AICOO! ELIICO ADSOIULO. ... ettt e e e 1 h 30 min
Y [oteTo] B o) I (0 TR 1h

D21 o ) 1 h 30 min
D21 o ) 1 h 30 min
Parafina fundida............iiuiniiie e 2h
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ANEXO C - Protocolo de uso da maquina inclusora de parafina — UEPG:

1.

2.
3.

© N

A inclusdo deve ser realizada preferencialmente logo ap0s as pecgas serem
retiradas da maquina de processamento histotécnico;

Ligar a maquina inclusora no botdo na parte de trés;

Ajustar a temperatura no botdo rotatério para 60°C para o tanque (Tank) e
para a mesa (Plate) aproximadamente 45-50°;

Apos retirar os cassetes do processamento histotécnico, posiciona-los sobre a
mesa da inclusora para que a parafina nédo solidifique;

Colocar a forma na mesa e despejar uma pequena quantidade de parafina no
fundo da forma antes de inserir a peca;

Posicionar a peca com auxilio de uma pinca e adicionar o restante de parafina
ao redor para evitar que a pec¢a saia da posi¢cao correta;

Desligar a maquina;

Realizar a limpeza retirando os excessos de parafina da mesa com uma gaze.
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ANEXO D - Protocolo de coloracdo Hematoxilina — Eosina (H.E.) (AFIP/USA) —
UEPG:

1o 10 min
1o PP UPRPPPPPPPPPPN 10 min
[T Yo IE=1 o X=Yo] [V o PR por e tirar
ALCOOI O0P.... .ttt ettt ettt ete et e re e ete e eae e aaeas por e tirar
Y [oToTo] iy 0T por e tirar
Y [oTo o] =0 U RRO por e tirar
o[ F: o [0 (o4 1=Y - WO 2 trocas
AQUA AESHIAAAL........ccceei ettt 2 trocas
Corar com Hematoxilina de Mayer...........ccoovviiiiiiiiiiieii e 12-15 min
Lavar em agua de torneira

Diferenciar com agua de torneira Corrente..............uvceieieeeeineeereeeeeeeveenne, 15 min
AICOOI BOO.... ... ettt ettt ettt ettt 2 min
Corar com E0SINa-FIUOXING. . ......cccoiiieiiiiiiiieiie e 5 min

F (3o o) =Y 1Yo ][V (o N RN por e tirar
(3o o) =Y o 1cYo ] (V] (o 1 | OO por e tirar
AICOOL ADSOIULO Hl.....vvvieieee ettt e, por e tirar
Diafanizar (xilol diaf. e xilol montagem) ...........cccceeiiiiiiiiiiiii e 3 min

Montagem em balsamo-do-canada
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ANEXO E - Protocolo de colorac&o Acido Periddico de Schiff (PAS) — UEPG:

1o ]ORN 10 min
KO 10 min
AICOOI @DSOIULO. ... por e tirar
AICOOI 0.t por e tirar
AICOOI 700 por e tirar
AICOOI B0O.... oo por e tirar
AQUA AESHIATA. .. ...t e 4 trocas
Digerir com diastase (Saliva)............ccooviiiiiiiiieiiicii e 5 min
Lavar em agua corrente

Yo To (o3 o Y=Y oo oY c TN 15 min
Lavar bem em &gua corrente

AQUA AESHIAA........cveeeeee ettt ettt te e eae e 2 trocas
Reativo de SChIff.........cooiiii e 5-10 min
Lavar bem em &gua corrente

Yo (U E= e [=L3 11T - VO 2 trocas
Contra-corar com Hematoxilina de Mayer.............co.uvvviieiiniiiiiin e 2 min
Lavar em agua corrente

F [otoTo Iz o 1Yo ][V o 3 RO por e tirar
AICOOI ADSOIULO 1.t et por e tirar
[T Yo IE=Y o X=Yo] [V o R por e tirar
Diafanizar (xilol diaf. e xilol montagem) ...........cccceeeiiiiiiiiiiie e 3 min

Montagem em balsamo-do-canada



