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Resumo

Este estudo avaliou a efetividade da inducéo e o periodo de duracdo da candidose
bucal em modelo animal utilizando ratos Wistar imunocompetentes. Vinte animais
foram divididos em cinco grupos (n=4): 1. controle negativo (Cn) - nenhum protocolo;
2. dispositivo intra-oral (Di) - cimentacdo de dispositivo acrilico nos molares
superiores; 3. inoculagédo (In) - inoculacdo de suspensdo padronizada de Candida
albicans no palato utilizando swabs; 4. Dispositivo intra-oral contaminado (Dc) -
cimentacéo do dispositivo contaminado com C. albicans; 5. inoculacdo + dispositivo
intra-oral contaminado (In+Dc) - juncéo dos protocolos dos grupos In e Dc. Apés o
periodo de indugdo da doenca, os ratos foram monitorados durante uma semana
para verificar a presenca de sinais clinicos de candidose bucal. Foi realizada a
contagem de UFC/mL a partir de coletas feitas no palato dos animais. ApoOs
eutanasia, 0s animais tiveram suas linguas removidas cirurgicamente para andlise
histopatologica. Nas condi¢gfes utilizadas no presente estudo in vivo, a candidose
bucal foi induzida apenas na regido de lingua dos ratos imunocompetentes e a
doenca foi observada em até quatro dias apés sua inducao.

Introducéo

A candidose bucal é considerada a infec¢do fungica mais frequente em humanos e,
guando associada a utilizacdo de proteses removiveis, € denominada estomatite
protética. Sua etiologia € multifatorial, porém a infeccdo por Candida spp., mais
especificamente por Candida albicans, é considerada o principal fator etiologico.
Dentre os substratos em que cepas patdgenas como Candida spp. se aderem, estao
as préteses dentarias removiveis compostas basicamente por acrilicos. Uma vez
gue a C. albicans patogénica tem sido encontrada no biofilme formado na superficie
palatal de préteses dentarias acrilicas, a teoria de que a prétese maxilar atua como
um reservatorio permitindo que o fungo reinfecte continuamente a superficie da
mucosa e contribua para a patogénese da estomatite protética pode ser reafirmada.
Alguns estudos tém sido conduzidos com o intuito de desenvolver e testar
dispositivos intra-orais adaptaveis a mucosa palatina de ratos com diferentes
finalidades, dentre as quais a inducdo e o tratamento da candidose bucal. Séao
encontrados diversos protocolos na literatura para a inducdo da candidose bucal em
ratos (FOLDVARI et al.,, 2005; JOHNSON et al., 2012; JUNQUEIRA et al., 2009;
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TOBOUTI et al., 2016), no entanto, 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, dessa forma, dificultando o avanco cientifico para
melhoria do tratamento da estomatite protética; lesdo bucal com alta taxa de
recidiva.

O objetivo deste estudo foi avaliar a efetividade da inducdo e o periodo de duracéo
da candidose bucal em modelo animal utilizando ratos Wistar imunocompetentes.

Materiais e Métodos

Animais de experimentacao

Foram utilizados 20 ratos machos Wistar (Rattus norvegicus albinus) (n=4), com
idade entre 60 e 90 dias e peso entre 250 g e 300 g. Os animais foram obtidos do
Nucleo Avancado de Estudos da Vida da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(NAEVI/UEPG) (processo 048/2016 - CEUA).

Grupos experimentais

Foram avaliados 0s seguintes grupos experimentais:

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

2. Dispositivo intra-oral (Di): animais submetidos a cimentacdo de um dispositivo
intra-oral na regiao dos molares superiores;

3. Inoculacéo (In): animais submetidos a inoculacdo oral de suspensao padronizada
de Candida albicans no palato utilizando swabs estéreis;

4. Dispositivo intra-oral contaminado (Dc): animais submetidos a cimentacdo de
dispositivo intra-oral contaminado com C. albicans;

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

Obtencéo e contaminacdo dos dispositivos intra-orais

Os palatos dos animais foram moldados utilizando uma moldeira individual e poliéter
(Impregum F; 3M do Brasil, Campinas, SP) e os modelos de trabalho obtidos foram
vazados com gesso pedra especial tipo IV (HOTTA et al.,, 2016). A extensdo do
dispositivo foi delimitada no modelo e o enceramento foi deixado liso e plano com 3
mm de espessura na regido do palato e na superficie oclusal dos molares e com 2
mm nas suas faces vestibulares.

Os modelos de trabalho encerados foram incluidos convencionalmente com gesso
pedra tipo Il em mufla metalica n° 6.

Apods a eliminacdo da cera, a resina acrilica termopolimerizavel transparente para
base de prétese Vipi Cril® (Vipi® Ltda.) foi proporcionada e manipulada de acordo
com as instrucdes do fabricante e inserida na fase plastica nos moldes de silicone no
interior da mufla. A resina foi polimerizada em banho de agua em
termopolimerizadora de acordo com as recomendacgdes do fabricante.

Apo6s demuflagem, foi feito acabamento com broca de tungsténio cilindrica do tipo
mini-cutt e, em seguida, o polimento da superficie externa foi feito com disco de
feltro e escova de algodao contendo pasta polidora universal (Universal Polishing
Paste for Resins and Metals; Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein). Os
dispositivos acrilicos foram mantidos em agua destilada a 37°C em estufa por 48 h
para, entdo, serem submetidos a esterilizacdo em micro-ondas a 650 W por 3 min.
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Para a adeséo celular, cada dispositivo foi colocado individualmente em um orificio
de uma placa de cultura de 24 pocos, sendo imerso em 2 mL do inéculo. As placas
de cultura foram colocadas em incubadora com agitacao orbital sob velocidade de
75 rpm durante 90 min a 37°C. Em seguida, as células ndo aderidas foram
removidas por meio de lavagem leve dos dispositivos em 2 mL de PBS em duplicata.
Os dispositivos foram, entédo, imersos em 2 mL de meio de cultura RPMI-1640 com
2% de glicose em incubadora com agitacao orbital sob velocidade de 75 rpm durante
24 h a 37°C. Na sequéncia, 0 meio de cultura foi removido e igual volume de novo
meio RPMI-1640 foi adicionado para uma nova incubacao por 24 h nas mesmas
condi¢cbes. ApoOs as 48 h de incubacédo, um biofilme maduro foi formado em cada
dispositivo. Finalmente, os dispositivos foram lavados gentilmente com 2 mL de PBS
em duplicata. O inéculo foi obtido a uma concentracdo de 2,6 x 10° UFC/MI.

Cimentacao dos dispositivos intra-orais nos palatos dos animais

Os dispositivos acrilicos intra-orais contaminados (grupos Dc e In+Dc) ou ndo (grupo
Di) eram levados em posicdo na cavidade bucal dos animais e sua adaptacdo era
avaliada. A seguir, eram fixados nos molares superiores dos animais utilizando
cimento resinoso autoadesivo RelyX™ U200 (3M ESPE; St. Paul, EUA).

Inoculacdo de C. albicans no palato dos animais

Os animais foram inoculados oralmente com blastoporos de C. albicans por meio de
aplicacéo topica. Para isso, swabs estéreis foram embebidos na suspensdo com o
in6culo 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. Para
0 grupo In+Dc, a inoculagéo foi feita imediatamente antes da cimentagdo do
dispositivo contaminado no palato dos animais.

Confirmacgéo da inducdo da candidose nos animais

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

Para a andlise visual, os animais foram posicionados em uma maca estabilizadora e
fotografias com distancia focal e iluminacdo padronizadas foram obtidas utilizando
uma camera digital (Canon EOS 500D, Canon Inc., NY, EUA) acoplada a uma mesa
estativa. A mucosa palatal e a lingua dos animais foram fotografas no inicio do
experimento, apos o periodo de indu¢do da candidose de cada grupo (TO) e em dias
alternados (T1 e T2) até o sétimo dia ap0s o periodo da inducdo antes da eutanasia
(T3).

Para a contagem das UFC viaveis, foi coletado o biofiime da mucosa palatal dos
animais utilizando swabs estéreis e semeadura em agar Sabouraud Dextrose
suplementado com cloranfenicol 0,1 mg/mL.

Apos eutanasia, as linguas dos animais foram removidas cirurgicamente, colocadas
em frascos contendo solucdo de formalina 10% contendo PBS pH neutro e
encaminhadas para o processamento histolégico. As amostras foram processadas e
as laminas obtidas foram coradas com Hematoxilina-Eosina (HE) e acido periédico
de Schiff (PAS).

Resultados e Discussao
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Nao foram observadas alteracfes tanto na lingua como no palato dos animais dos
grupos CN e Di. Nao foram observadas alteracbes nos palatos dos animais dos
demais grupos. Foram observadas regides 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, seguida pelo grupo Dc e finalmente pelo grupo In. As alteracdes foram
observadas em até quatro dias apos o periodo de inducao da candidose.

A recuperacéao da C. albicans a partir das coletas dos palatos foi baixa e os maiores
valores foram obtidos no grupo In+Dc.

ApOs o periodo de acompanhamento de 7 dias, ndo foi possivel detectar alteracdes
nas linguas dos animais em ambas as coloracdes utilizadas.

Em H.E., ndo foram encontradas areas de despapilacéo, presenca de pseudo-hifas
ou blastoporos, microabscessos, hiperplasia epitelial ou infiltrado inflamatorio em
nenhum animal independente do grupo.

Na coloracdo PAS, também nédo foram identificadas quaisquer alteracbes, mesmo
que o objetivo da técnica fosse evidenciar a presenca de fungos no tecido.

Conclusodes

Ndo foram observadas alteracdes clinicas nos palatos dos animais
imunocompetentes condizentes com inducdo de candidose. Foram observadas
regides despapiladas nas linguas dos grupos In, Dc e In+Dc. A severidade dessas
alteracdes foi maior no grupo In+Dc, entretanto, foram visualizadas em até quatro
dias apdés o periodo de inducdo da candidose. A recuperacdo da C. albicans a partir
das coletas dos palatos foi baixa e os maiores valores foram obtidos no grupo In+Dc.
Histologicamente, ndo foram encontradas alteracdes condizentes com um quadro de
candidose na lingua.
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