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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar em modelo animal a resposta tecidual apos
inducdo de estomatite protética (EP) na mucosa palatina de ratos, com posterior
tratamento por meio de dispositivos intraorais (DIOs) reembasados com condicionador
tecidual modificado pelas concentragdes inibitorias minimas (CIMs) ao biofiime de
Candida albicans de farmacos em suas formas puras ou complexadas com [3-
ciclodextrina. Ratos machos Wistar (N=37) foram divididos em oito grupos
experimentais: Cn (controle negativo, sem EP), De (uso de DIO estéril, sem EP), EP
(controle positivo, com EP, uso de DIO), Soft (com EP, uso do DIO com condicionador
tecidual Softone, sem farmaco), CIx (com EP, tratados com DIO reembasado com
Softone modificado pela CIM de clorexidina), Nis (com EP, tratados com DIO
reembasado com Softone modificado pela CIM de nistatina), CIx:BCD (com EP,
tratados com DIO reembasado com Softone modificado pela CIM de clorexidina:3-
ciclodextrina), and Nis:BCD (com EP, tratados com DIO reembasado com Softone
modificado pela CIM do complexo de inclusdo nistatina:B-ciclodextrina). Apds a
indugdo (ou ndo- Cn) de EP com o uso por 4 dias de DIOs contaminados com C.
albicans, os ratos tiveram seus DIOs reembasados ou ndo com Softone sem ou com
as CIMs de Nis ou CIx em suas formas puras ou complexadas. Apos 2 dias, os animais
foram eutanasiados e a regido palatina entre molares foi submetida as seguintes
analises: morfohistopatoldgica qualitativa descritiva e ordinal por escores e
histométrica por planimetria computadorizada. As variaveis foram correlacionadas
estatisticamente utilizando o teste de Correlagdo de Pearson. Os resultados
evidenciaram que os Grupos Cn e De foram histopatologicamente semelhantes entre
si, apresentando tecido epitelial sem qualquer alteracdo. No Grupo EP, houve
modificagdes epiteliais compativeis com o quadro da doenca, tanto na analise
morfohistopatoldgica, quanto na histométrica por planimetria computadorizada. Em
relacao as diferentes formas de tratamento testadas, o Grupo Soft se apresentou
histopatologicamente similar ao Grupo EP, sugerindo persisténcia da inflamagao. Nos
grupos testados com a incorporagao de farmacos (Clx, Nis, CIx:BCD e Nis:BCD), todas
as amostras mostraram diminuicdo da inflamacado tecidual ou recuperagao
histopatologica completa dos tecidos, evidenciando um epitélio compativel com o
sadio. O teste de Correlacédo de Pearson revelou, na maioria das vezes, relagao linear







forte entre os escores atribuidos as amostras e as mensuragdes obtidas na analise
histométria por planimetria computadorizada. Foi possivel concluir que o tratamento
da EP utilizando reembasamento dos DIOs com condicionador tecidual modificado
pela incorporacao das CIMs de antifungicos em suas formas puras ou complexadas
com B-ciclodextrina mostrou recuperagao tecidual nos aspectos histopatoldgicos do
palato dos animas, podendo ser uma alternativa terapéutica promissora. No entanto,
concentragdes muito inferiores dos antifungicos complexados foram necessarias para
se obter o mesmo grau de resposta tecidual em relagdo aos farmacos puros, o que
pode representar clinicamente menor potencial de toxicidade e efeitos adversos a
saude do paciente.

Palavras-chave*: Ciclodextrinas; Clorexidina; Estomatite sob Protese; Nistatina;

Reembasadores de Dentadura; Toxicidade.

* Em acordo com os Descritores em Ciéncias da Satde (DeCS): http://decs.bvs.br/







ABSTRACT







ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate in an animal model the tissue
response after denture stomatitis (DS) induction in the palatal mucosa of rats, with
subsequent treatment using intraoral devices (IODs) relined with tissue conditioner
modified by minimal inhibitory concentrations (MICs) to the Candida albicans biofilm of
drugs in their pure or complexed forms with 3-cyclodextrin. Male Wistar rats (N = 37)
were divided into eight experimental groups: Nc (negative control, without EP), Sd (use
of sterile DIO, without EP), DS (positive control, with DS, use of 10D), Soft (with DS,
use of IOD relined with tissue conditioner Softone, without drug), Chx (with EP, treated
with 10D relined with Softone modified by the MIC of chlorhexidine), Nys (with DS,
treated with 10D relined with Softone modified by the MIC of nystatin), Chx:BCD (with
DS, treated with 10D relined with Softone modified by the MIC of chlorhexidine:3-
cyclodextrin) and Nys:BCD (with EP, treated with IOD relined with Softone modified by
the MIC of the nystatin inclusion complex Nys:B-cyclodextrin). After induction (or not -
Nc) of DS with the use for 4 days of DIOs contaminated with C. albicans, the rats had
their IODs relined or not with Softone without or with the MICs of Nys or Chx in their
free or complexed forms. After 2 days, the animals were euthanized and the palatal
region between molars was subjected to the following analyzes: descriptive
morphohistopathological and ordinal scores, and histometric by computerized
planimetry. The variables were statistically correlated using the Pearson's Correlation
test. The results showed that Groups Nc and Sd were histopathologically similar to
each other, displaying epithelial tissue without any alteration. In Group DS, there were
epithelial changes compatible with the disease, both in morphohistopathological and
histometric analysis using computerized planimetry. In relation to the different forms of
treatment tested, Group Soft presented similar histopathological findings to Group DS,
which suggested persistence of inflammation. In the other groups tested with the drug
incorporation (Chx, Nys, Chx:BCD, and Nys:BCD), all samples showed a decrease in
tissue inflammation or complete histopathological recovery of the tissues, with an
epithelium compatible with the healthy one. Pearson's Correlation test showed, in most
cases, a strong linear relation between the scores attributed to the samples and the
measurements obtained in the histometric analysis by computerized planimetry. It was

possible to conclude that the treatment from the relining of IODs with tissue conditioner







modified by the incorporation of MICs of antifungals in their pure or complexed forms
with B-cyclodextrin showed tissue recovery in the histopathological aspects of the
animals' palate, which can be a promising therapeutic alternative. However, much
lower concentrations of complexed antifungals were necessary to obtain the same
degree of tissue response compared to pure drugs, which may represent clinically less

potential for toxicity and adverse effects on the patient's health.

Key-words*: Chlorhexidine; Cyclodextrins; Denture Liners; Nystatin; Stomatitis,
Denture; Toxicity.

*In accordance with Health Sciences Descriptors (DeCS) available at http://decs.bvs.br/
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1 INTRODUGAO E SINTESE BIBLIOGRAFICA

A estomatite protética, considerada a forma mais comum de candidose oral,
tem sido relatada em até 88% dos portadores de préteses removiveis (BARBEAU et
al., 2003; BARNABE et al., 2004; RAMAGE et al., 2004; WEBB; THOMAS; WHITTLE,
2005; FIGUEIRAL et al., 2007; GENDREAU; LOEWY, 2011; SALERNO et al., 2011;
GONZALEZ-SERRANO et al., 2016; MOOSAZADEH et al., 2016; AOUN; BERBERI,
2017; RIVERA; DROGUETT; ARENAS-MARQUEZ, 2017; KANSKY et al., 2018).
Embora tenha sua etiologia reconhecida como multifatorial, a infeccdo por Candida
tem sido apontada como o principal fator associado a essa doenga, atingindo
aproximadamente 93% dos individuos com sinais clinicos de inflamacgao e eritema nos
tecidos de suporte da protese (BAENA-MONROY et al., 2005). C. albicans é a espécie
predominante na estomatite protética, identificada em 50 a 98% dos casos (BAENA-
MONROY et al., 2005; AOUN et al., 2016; YARBOROUGH et al., 2016). Por
conseguinte, sdo relevantes os fatores etiologicos locais e sistémicos relacionados
com a capacidade de adeséo e proliferacido de Candida spp. nos tecidos bucais do
paciente, que podem levar ao desenvolvimento dessa doenca quando as condi¢des
do ambiente bucal se tornam favoraveis, e também quando os fatores sistémicos
levam a uma diminuicdo dos mecanismos de defesa do organismo (BILHAN et al.,
2009; SALERNO et al., 2011). Dos fatores locais associados as proteses acrilicas
removiveis, destacam-se seu uso continuo (NEPPELENBROEK et al., 2008), o
trauma local causado por elas, sobretudo as antigas e mal adaptadas, com
instabilidade oclusal e dimensao vertical reduzida (GENDREAU, LOEWY, 2011), a
presencga de biofiime protético (PEREIRA-CENCI et al., 2008), a xerostomia (SHIP;
PILLEMER; BAUM, 2002) e a alteragdo do pH da saliva (FIGUEIRAL et al., 2007).

Apesar de envolver fatores predisponentes locais e sistémicos, a colonizacéo
da base protética pelas espécies de Candida, em especial C. albicans, sdo fatores
determinantes na formacao de um biofilme com potencial patogénico (FIGUEIRAL et
al. 2007; SUGIO et al., 2020). Para isso, primeiramente ocorre a adesao das células
fungicas em forma de leveduras na superficie acrilica com coagregac¢ao de adesinas,
células epiteliais e microbianas, além de residuos de carboidratos alimentares. Como

consequéncia, ocorre a colonizagao, onde ha proliferacdo celular, o que facilita a
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maturacdo desse biofilme protético, considerado até entdo inofensivo. Se n&o
removido, o biofilme se torna maduro, podendo conter formas patogénicas de
Candida, capazes de nao so se aderir as superficies, mas também com propriedades
de invasao tecidual, o que pode culminar no processo infeccioso conhecido como
estomatite protética (CANNON et al., 1995; FIGUEIRAL et al. 2007; SUGIO et al.,
2020).

Devido a etiologia multifatorial, os tratamentos direcionados a estomatite
protética podem abranger terapia antifungica topica, medicagéo antifungica sistémica,
cuidados com a higiene bucal, procedimentos de limpeza e desinfecgao das proteses,
substituicdo de proteses antigas, eliminacdo de irregularidades anatémicas,
restabelecimento de oclusdo ndo traumatica, restituigdo nutricional e remog¢ao das
proteses no periodo noturno (NEPPELENBROEK et al, 2008; SRINIVASAN;
GULABANI, 2010). Os cuidados direcionados a saude bucal e geral do individuo bem
como aqueles relacionadas as proteses funcionam ndao apenas como medidas
terapéuticas para a lesdo, mas também para sua prevenc¢ao ao atuar diretamente na
formacao e maturacgéo do biofilme protético (CANNON et al., 1995; FIGUEIRAL et al.,
2007; NEPPELENBROEK et al., 2008; SUGIO et al., 2020).

Apesar dos farmacos antifungicos serem eficazes no alivio dos sinais e
sintomas da estomatite associada a Candida spp., € comumente observado um
quadro de reinfeccdo da mucosa bucal em até duas semanas apods a suspensao do
tratamento (RAMAGE et al., 2004; NEPPELENBROEK et al., 2008; SILVA et al., 2012;
ZHANG et al., 2016; OHSHIMA et al., 2018). Essa reincidéncia tem sido atribuida a
concentragdo insuficiente dos farmacos topicos e sistémicos na superficie protética
gque mantém contato com os tecidos bucais, em razdo da formagdo do complexo
biofilme microbiano em profundidade na resina acrilica (PEREIRA-CENCI et al., 2008;
SALERNO et al., 2011). No caso dos antifungicos sistémicos, o farmaco administrado
nao atinge a mucosa palatina em concentracdes suficientes contra Candida (CROSS
et al., 2004; FIGUEIRAL et al., 2015). A falha da terapia antifungica também pode
estar associada a posologia rigorosa (SCHNEID, 1992), custos com medicamento,
efeitos adversos (TRUHLAR; SHAY; SOHNLE, 1994) e, no caso dos agentes topicos,
sabor desagradavel e rapida dissolugdo do farmaco pela agao do fluxo salivar, dos
movimentos da lingua e da degluticdo (BANTING; HILL, 2001). Tais falhas podem

levar a resisténcia dos microrganismos aos mecanismos de defesa das células
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epiteliais e aos agentes antifungicos (CHANDRA et al., 2001; MAH; O'TOOLE, 2001;
RAMAGE et al., 2004). A resisténcia microbiana fortalece ainda mais a maturagéo do
bioflme (MAH; O'TOOLE, 2001), favorecendo a recorréncia da doenga
(TUMBARELLO et al., 2012).

Nesse sentido, protocolos de desinfeccdo sao de fundamental importancia na
prevengao e no tratamento da estomatite protética. No entanto, desvantagens s&o
relatadas em relagcdo ao uso prolongado de solugdes desinfetantes, como alteragao
de cor da resina acrilica (PARANHOS et al., 2014), gosto residual desagradavel
(LALLA et al., 2010), alteragdes nas propriedades fisicas e mecanicas de dentes
artificiais (CAMPANHA et al., 2012; PISANI et al., 2012), além de maior tempo
requerido no protocolo de desinfeccdo. Por outro lado, a atuacdo exclusiva na
eliminagcdo do biofilme protético durante o tratamento da estomatite protética pode
levar a falha na terapia, uma vez que sao requeridas abordagens multiplas. A
comparacgao clinica da administragdo de fluconazol, fluconazol associado a imerséo
em Clx ou apenas a confecg¢ao de novas proteses mostrou que essa ultima abordagem
apresentou resultados menos satisfatérios no tratamento da doenca em relagao
aquelas que utilizaram o agente antifungico (KULAK; ARIKAN; DELIBALTA, 1994).
Tais resultados apoiam a premissa que novas bases protéticas ndo conseguem atuar
de forma efetiva no tecido epitelial infectado pelas estruturas miceliais de Candida
(KULAK; ARIKAN; DELIBALTA, 1994; SALONEN; RAUSTIA; OIKARINEN, 1996).
Isso pode explicar o motivo pelo qual os protocolos de higiene das préteses nao
devem ser empregados como método unico de tratamento da estomatite protética,

mas sim participarem de forma preventiva ou coadjuvante a terapia antifungica.

Outra forma de atuar sobre o biofilme protético e contribuir com o tratamento
para estomatite protética € suprimir o contato da base acrilica contaminada com os
tecidos infectados, rompendo o ciclo da reinfec¢ao via protese. Isso € possivel com
os procedimentos de reembasamento das bases protéticas, sobretudo com materiais
macios a base de acrilico, como os condicionadores de tecido e reembasadores
macios de curta duragdo (DAVENPORT, 1972; MARIN ZULUAGA et al., 2011;
OHSHIMA et al., 2018). Esses materiais eliminam o trauma causado pelo biofilme
protético e, por sua maciez, sdo capazes de promover a recuperacao dos tecidos
injuriados, proporcionando maior conforto ao paciente (MCCABE; CARRICK;
KAMOHARA, 2002). No entanto, sdo considerados temporarios, pois perdem
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rapidamente suas propriedades viscoelasticas a partir da liberacdo de alcool e de
plastificantes para o meio bucal e solu¢gdes de imersao (HONG et al., 2012). Dessa
forma, tornam-se facilmente porosos e suscetiveis a degradacéo superficial (SINGH
et al., 2010), favorecendo a aderéncia de Candida, o que pode acarretar no
desenvolvimento da estomatite protética ou dificuldade no tratamento de infec¢oes
presentes (NEVZATOGLU et al., 2007). Ainda, os materiais macios para
reembasamento de proteses removiveis sao de dificil higienizagdo por sua baixa
resisténcia a escovagao em relagao as resinas acrilicas convencionais (MAINIERI et
al., 2011), além da incompatibilidade com solugdes de limpeza, mesmo em curtos
periodos de imersdo (SUDHAPALLI; SUDHAPALLI, 2016).

A incorporagéo de agentes antimicrobianos/antifungicos nos materiais macios
temporarios para base de protese tem sido sugerida para prevenir o acumulo de
biofilme protético (SCHNEID, 1992; MATSUURA et al., 1997) e inibir a colonizagao
por C. albicans (TRUHLAR; SHAY; SOHNLE, 1994; GEERTS; STUHLINGER;
BASSON, 2008, IQBAL et al., 2016). E considerada como uma terapia em potencial
para a estomatite protética, uma vez que os farmacos sao liberados a partir da matriz
polimérica modificada diretamente para os sitios infectados, mantendo-se em
concentragéo efetiva por um periodo semelhante aquele do tratamento convencional
com medicagao antifungica tépica (TRUHLAR; SHAY; SOHNLE, 1994; GEERTS;
STUHLINGER; BASSON, 2008; CHOPDE et al., 2012, IQBAL et al., 2016). Neste
protocolo, além do efeito benéfico do reembasamento das proteses por meio da
supressdo do contato do biofilme protético com os tecidos injuriados, ocorre a agéo
terapéutica dos farmacos incorporados, com consequente prevengcao de aderéncia
microbiana (MATSUURA et al., 1997; IQBAL et al., 2016; OHSHIMA et al., 2018). A
aderéncia do paciente ao tratamento consiste apenas no uso da protese reembasada,
0 que é especialmente vantajoso aqueles usuarios idosos, institucionalizados e
portadores de deficiéncias fisicas e/ou mentais (TRUHLAR, SHAY, SOHNLE, 1994).

Ainda que apresentem as vantagens terapéuticas supracitadas, a adi¢cao de
farmacos aos materiais macios temporarios em concentragbes comercialmente
disponiveis pode afetar suas propriedades morfoldgicas, fisicas e mecanicas (ADDY;
HANDLEY, 1981; SCHNEID, 1992; URBAN et al., 2006; URBAN et al., 2009;
ALCANTARA et al, 2012; URBAN et al., 2015). Na busca por concentragdes
antifungicas compativeis com as propriedades desses materiais, Bueno et al. (2015)
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determinaram as concentragdes inibitérias minimas (CIMs) de cinco antifungicos
capazes de inativar a formacao de biofilme de C. albicans em um condicionador de
tecido (Softone) e um reembasador macio temporario (Trusoft) ao longo de sua vida
util. Foi observado que a adigédo de nistatina (Nis) e clorexidina (Clx) aos dois materiais
foi efetiva em até duas semanas na inibicdo do crescimento de biofilme de C. albicans,
exibindo os menores valores de CIMs em relagcdo aos demais farmacos avaliados
(BUENO et al., 2017). Estudos sequenciais demonstraram que diversas propriedades
fisicas e mecanicas de ambos os materiais macios temporarios nao foram alteradas
significativamente com a adicdo dos farmacos em suas CIMs para biofime de C.
albicans (LIMA et al., 2016a; LIMA et al., 2016b; SANCHEZ-ALIAGA et al., 2016;
BUENO et al, 2017; NEPPELENBROEK et al., 2018). Uma pesquisa anterior
objetivou comparar a liberagdo de Nis e Clx em suas CIMs, quando incorporadas ao
Softone e Trusoft durante 14 dias. Os resultados demostraram que o condicionador
de tecido Softone exibiu maior lixiviagdo para ambos os farmacos que o reembasador
macio temporario Trusoft, sendo a ClIx liberada em maior concentracdo em relagao a
Nis (SANCHEZ-ALIAGA, 2014). Apesar de todos resultados preliminares favoraveis,
foi considerado que a liberagao obtida a partir das matrizes poliméricas modificadas

ainda era reduzida e poderia ser otimizada.

A Nis & um antifungico poliénico ativo por membrana produzida pelas cepas de
Streptomyces noursei e apresenta propriedades fungicidas e fungistaticas
(SCHEIBLER et al., 2018). Desde a sua descoberta, tem sido amplamente utilizada
para candidoses orais em diversas apresentacbes como suspensodes, cremes e
pastilhas (AKPAN; MORGAN, 2002; WONG et al., 2014), sendo considerado um
medicamento de baixo custo. Por ser um polieno, a Nis se liga a um componente da
membrana citoplasmatica fungica conhecido como ergosterol, levando a alteragbes
em sua permeabilidade celular (AKPAN; MORGAN, 2002). Quando administrada via
oral, a Nis € pouco absorvida pelo trato gastrointestinal, o que Ihe confere baixa
hepatotoxicidade e pouca interagdo medicamentosa (AKPAN; MORGAN, 2002; LYU
et al., 2016; SCHEIBLER et al., 2018).

A CIx € um composto catidnico que forma sais de baixa solubilidade. Além de
ser um conhecido antiséptico (AKPAN; MORGAN, 2002), também €& agente
antibacteriano de amplo espectro, que atua contra bactérias e fungos, incluindo C.
albicans (PUSATERI; MONACO; EDGERTON, 2009; SCHEIBLER et al., 2018).
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Entretanto, sua capacidade de inibir o biofilme bucal foi descoberta somente em 1969
(SCHEIBLER et al., 2018) e, atualmente, a Clx € também conhecida como alternativa
no tratamento de candidose oral (SALIM et al., 2012). Clinicamente, diferente do que
ocorre com varios outros antifungicos, ndo tém sido observadas cepas fungicas
resistentes a CIx (SALIM et al., 2012). Tem a vantagem de ser pobremente absorvida
pelo trato gastrointestinal, além de apresentar alta substantividade, ou seja,
capacidade de permanecer em contato com os tecidos bucais, o que confere,
sobretudo, um efeito duradouro apds sua administracdo (SCHEIBLER et al., 2018).
Possui ainda a capacidade de se aderir as glicoproteinas salivares que compdem o
biofilme, sendo liberada de maneira lenta e continua (PUSATERI; MONACO;
EDGERTON, 2009). Em relagdo ao seu mecanismo de acgéo, a Clx acarreta perda da
integridade estrutural, seguida da fragmentacado da parede das células de Candida.
Também atua resultando em menor capacidade de ades&o de bactérias e fungos nas
superficies (MACNEILL et al., 1997; PUSATERI; MONACO; EDGERTON, 2009). No
entanto, a Clx tem um custo menos acessivel em relagao a Nis, por exemplo, além de
apresentar potencial efeito de manchamento de superficies (AKPAN; MORGAN,
2002) e alteragao no paladar (LALLA et al., 2010)

Apesar dos beneficios da Nis, eficaz na inibicdo de Candida spp. e associada
a rara detecgéo de cepas fungicas resistentes (GEERTS; STUHLINGER; BASSON,
2008) bem como das vantagens da Clx, antimicrobiano de largo espectro de agéo e
indicado nos casos de falha de terapia antifungica convencional (RYALAT; DARWISH;
AMIN, 2011), esses farmacos podem causar efeitos adversos como nausea, vomito,
diarreia e dor estomacal nos tratamentos de candidoses bucais (AKPAN; MORGAN,
2002; SALIM et al., 2012). Adicionalmente, apresentam baixa solubilidade em agua e,
mesmo que sua liberacio ocorra diretamente para o local da infecgéo, é possivel que
resultem em certo grau de toxicidade e/ou interagbes farmaco-farmaco (SALIM et al.,
2012).

A toxicidade de um farmaco n&o esta apenas associada a sua molécula, mas
também a velocidade e extensdo de sua absor¢ao, que podem ser alteradas devido a
sua lipofilia e, principalmente, pelo estado de ionizagdo e/ou tamanho de sua particula
(AMIDON et al., 1995). Nesse sentido, a formagdo de complexos de inclusdo com
ciclodextrinas tem sido sugerida como uma estratégia para aumentar a solubilidade

do farmaco, principal motivo dos problemas relacionados a sua reduzida
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biodisponibilidade. Trata-se de uma nanoestrutura formada por uma molécula
hospedeira, que agrupa internamente em sua cavidade outras moléculas quimicas
formando, assim, os chamados complexos de inclusao. Isso é possivel pelo fato das
ciclodextrinas apresentarem o formato de um cone truncado com caracteristica interna
hidrofébica, permitindo que abriguem farmacos pouco soluveis (SHELLEY; BABU,
2018). Ja sua cavidade externa € hidrofilica e, assim, o farmaco hospedeiro
lipossoluvel é absorvido pela membrana apenas quando dissociado da ciclodextrina,
o que confere ao complexo de inclusdo a caracteristica de baixa toxicidade
(LACHOWICZ; STANCZAK; KOLODZIEJCZYK, 2020).

A nanoestrutura do complexo de inclusdo tem a capacidade de proteger e
regular a taxa de liberacdo de moléculas de seu interior, além de controlar as
interagbes celulares (LACHOWICZ; STANCZAK; KOtODZIEJCZYK, 2020). Como
consequéncia, a formulagdo possibilita a estabilidade e otimizacdo da atividade
antimicrobiana dos farmacos em um sistema de liberacao controlada (RIBEIRO et al.,
2010; TONGLAIROUM et al., 2014; MURA et al., 2015; TONGLAIROUM et al., 2016;
VELOSO et al., 2018; ALEXANDRINO et al., 2019; TRAJANO et al., 2020), o que é
sobretudo vantajoso aos agentes pouco soluveis como a Nis e Clx, além da reducéo
de efeitos farmacoldgicos adversos. Ainda como vantagem desse sistema, é relatado
que os complexos de inclusdo podem reduzir o odor e o sabor desagradaveis do
farmaco, pois criam uma estrutura encapsulada em nivel molecular (TONGLAIROUM
et al., 2014). Dentre as ciclodextrinas naturais, a B-ciclodextrina é a mais utilizada,
uma vez que possui aproximadamente 6 A de didmetro em sua cavidade interna,
acomodando, portanto, grupos aromaticos encontrados na maioria dos farmacos.
Além disso, a B-ciclodextrina apresenta maior rigidez, facilidade de obtencdo de
cristais e se encontra em maior abundancia no mercado (BALTE; GOYAL; GEJJI,
2012).

A liberacdo de farmacos complexados a B-ciclodextrina possibilita um efeito
burst, de rapida liberagao inicial (TONGLAIROUM et al., 2014; TONGLAIROUM et al.,
2016; CONCEICAO et al., 2019) para atingir niveis terapéuticos desejaveis e, na
sequéncia, uma liberacao lenta, continua e do tipo controlada até o final do tratamento,
mantendo sua biodisponibilidade local (LACHOWICZ; STANCZAK;
KOLODZIEJCZYK, 2020). Por tais motivos, essa estratégia pode ser uma alternativa

promissora para otimizar a agdo dos farmacos pouco soluveis, mais ainda se
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incorporados em matrizes poliméricas permeaveis como o0s materiais macios

temporarios, possibilitando a utilizacdo de menores doses dos medicamentos.

Ha poucos estudos na literatura com a proposta de associacdo dos complexos
de inclusdo a substéncias antifungicas para tratamento ou prevengédo da candidose
bucal. Ribeiro et al. (2010) estudaram uma formulagdo em gel contendo miconazol e
ciclodextrina. Segundo os autores, trata-se de uma estratégia que otimiza a acgéo
antifungica, pois exibiu aumento da solubilidade do miconazol, resultando em perfis
adequados de liberagdo do farmaco in vitro. Tonglairoum et al. (2014) estudaram a
eficiéncia do clotrimazol complexado a hidroxipropil-B-ciclodextrina e observaram uma
liberacdo rapida e eficiente contra as cepas de Candida, com baixa toxicidade da
formulagdo. Em 2015, Mura et al. propuseram in vitro um tratamento para candidose
bucal utilizando-se de um complexo de nitrato de econazol e éter sulfobutiléter-3-
ciclodextrina. Tal formulagao resultou em sistema de liberagdo constante do farmaco,
sendo eficiente contra Candida. J& em 2016, Tonglairoum et al. associaram
ciclodextrina com dleo de ervas e concluiram que nessa nanoestrutura o extrato era
liberado de maneira muito rapida, inibindo o crescimento de Candida em apenas
alguns minutos apos o contato. Nesse sentido, os autores sugeriram a proposta como
uma forma benéfica para a prevencédo e tratamento de estomatite protética. Até
mesmo tridis com amplo espectro de acao utilizados como primeira escolha contra
infec¢des fungicas sistémicas, como o voriconazol, tém sido estudados para otimizar
sua atividade contra C. albicans. O principal objetivo desses estudos é melhorar a
solubilidade em agua desse farmaco, considerada moderada, que ainda apresenta

um perfil farmacocinético nao linear (VELOSO et al., 2018).

Estudos prévios foram desenvolvidos para caracterizar a formagao de
complexos de incluséo entre a 3-ciclodextrina e os antifungicos Nis e CIx por meio de
diversas técnicas (URBAN, 2016; SCHOEFFEL, 2016). Em tais investigagdes,
complexos obtidos por liofilizagdo nas propor¢gdes molares de 1:1 Nis:[3-ciclodextrina
e 1:2 CIx:B-ciclodextrina mostraram liberacéo rapida e melhor eficiéncia de dissolug¢ao
em relacdo aos farmacos ndo complexados, exibindo cinética biexponencial de
liberagcdo (URBAN, 2016; SCHOEFFEL, 2016). Além disso, Morikava (2020)
demonstrou que esses farmacos complexados, quando incorporados ao
condicionador de tecido Softone, apresentaram menores valores de CIM para biofilme
de C. albicans durante 14 dias de avaliac&o. Os resultados dessa pesquisa mostraram
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que, quando complexados em suas CIMs para biofilme de C. albicans determinadas
previamente por Bueno et al. (2015), as doses dos farmacos Nis e Clx foram reduzidas
em 50% e 92,5%, respectivamente, em relacdo aos mesmos medicamentos em sua

forma pura.

Os possiveis efeitos citotdéxicos causados por metil metacrilato, dibutil ftalato e
outras substancias liberadas por materiais reembasadores macios de base acrilica,
como os temporarios, tém sido avaliados in vitro pelo método de cultura de fibroblastos
de camundongos (OZDEMIR; YILMAZ; YILMAZ, 2009; CHAVES et al., 2010; TAY et
al., 2012). Por apresentarem menor custo e maior facilidade de reproducao, tais
pesquisas in vitro, previamente aos ensaios in vivo, sdo fundamentais. Entretanto, séo
consideradas restritas clinicamente, pois demonstram efeitos diretos sobre as células
e nao sobre os complexos tecidos bucais, além de nao reproduzirem as condi¢coes
dinamicas do ambiente oral (CHAVES et al., 2010). Ainda ha pouca informagéo sobre
as alteracgdes histopatoldgicas em tecidos bucais causadas por materiais macios para
base de protese utilizando modelos animais (BARCLAY; MACDONALD, WATSON;
1997; BAIL et al., 2014), sendo encontrado até o momento apenas um estudo
relacionado utilizando reembasador modificado por farmacos (HOTTA et al., 2019).
Nesse estudo, os autores avaliaram histopatologicamente a mucosa palatina de ratos
apos a utilizagao de dispositivos intraorais (DIOs) acrilicos padronizados previamente
(HOTTA et al., 2017) e reembasados com material macio temporario modificado ou
nao pelas CIMs de trés farmacos (Nis, Clx e cetoconazol) ao longo de sua vida util. A
analise histopatologica quantitativa por meio de planimetria computadorizada mostrou
reducdo estatisticamente significante da espessura e area de queratina na mucosa
palatina dos animais tratados com DIOs reembasados com cetoconazol em relagéo
as demais condi¢des avaliadas (HOTTA et al., 2019). Apesar da avaliagao favoravel
obtida com os farmacos Nis e ClIx, foi sugerido que tais resultados deveriam ser
interpretados com cautela uma vez que os animais utilizados na avaliagdo
histopatoldgica apresentavam os tecidos palatinos saudaveis, diferentemente do que

ocorre clinicamente na indicagao desse protocolo.

Os tecidos de suporte das bases acrilicas de préteses removiveis sao alterados
durante o processo infeccioso da estomatite protética. A adesdo das células de
Candida as camadas epiteliais € uma condi¢cdo determinante para a colonizacao e
infeccéo das superficies mucosas. Esses fungos promovem degradacg&o da superficie
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epitelial pelo desenvolvimento de resposta hipersensitiva tardia e pela acado de
exoenzimas hidroliticas, as quais facilitam a aderéncia e a posterior invasdo dos
tecidos do hospedeiro (MCMULLAN-VOGEL et al., 1999). Além disso, durante o
processo infeccioso, as espécies de Candida promovem a liberacdo de toxinas
(toxicoglicoproteinas e canditoxina), agravando as lesdes decorrentes da estomatite
protética (BUDTZ-JORGENSEN, 1990). A hidrofobicidade da superficie celular de
Candida em suas formas miceliais favorece a invasao tecidual e dificulta a acao
imunoldgica fagocitaria (SALERNO et al., 2011). O processo infeccioso desencadeado
pelas interacdes especificas das espécies de Candida com as células epiteliais do
hospedeiro pode ser marcadamente exacerbado por C. albicans, considerada como a
mais virulenta e patogénica entre elas, o que deve ser especialmente considerado na
estomatite protética, dada a alta elevada prevaléncia desse fungo (SALERNO et al.,
2011). Todas essas consideragdes reforcam que as alteragbes histopatologicas em
tecidos de suporte acometidos com tal condi¢cado frente as diferentes terapias nao
serdo as mesmas observadas naqueles saudaveis. Dessa forma, ainda permanecem
desconhecidos os efeitos resultantes dos materiais reembasadores macios
temporarios modificados ou ndo por farmacos (na forma pura ou em complexo de
inclusdo) sobre os tecidos de suporte de DIOs acrilicos apos a indugéo de estomatite
protética. Assim, também seria relevante conhecer a resposta tecidual inflamatoria do
hospedeiro.

Frente aos problemas relacionados ao tratamento convencional, ha
necessidade de testar as novas alternativas de tratamento. Apesar de sua
importancia, estudos in vitro ndo sado capazes de reproduzir a complexa formagao do
biofime e a posterior infeccdo dos tecidos. Também sao limitados por né&o
reproduzirem os mecanismos de defesa do hospedeiro, a interferéncia dos
componentes salivares e outros fatores que contribuem ou afetam o crescimento
fungico (NETT et al., 2010; SUGIO et al., 2020). Nesse sentido, a avaliagado in vivo de
novos protocolos de tratamento € necessaria, entretanto seu desenvolvimento é
prejudicado pela falta de um modelo animal apropriado para induzir a estomatite
protética em animais (SUGIO et al., 2020).

E relatado que os ratos sdo os animais de primeira escolha para inducéo da
estomatite protética, pois possuem cavidade oral compativel com o uso de DIOs que
simulam proéteses totais (OLSEN; BONDEVIK, 1978; NETT et al., 2010; JOHNSON et
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al., 2012; TOBOUTI et al., 2016; SUGIO et al., 2020), facilidade na reproducgéo e
menor custo de manutencdo (SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 2001). Além
disso, uma relevante justificativa para utilizagdo dos ratos na indugcédo da estomatite
protética € a de que tais animais apresentam achados clinicos e histopatologicos da
doengca semelhantes aqueles dos humanos (OLSEN; BONDEVIK, 1978). Apesar
disso, ha grande divergéncia de metodologias para indugdo da estomatite protética
em modelo murino. Um fator que prejudica a avaliagdo do método se refere a eficiente
e rapida resposta imunoldgica dos animais diante de alteragdes diversas (VERMA et
al.,, 2018). A fim de contornar essa caracteristica dos ratos, alguns estudos tém
proposto associar a terapia de imunossupressdo e/ou antibidtica para reduzir a
resposta imune dos animais, favorecendo a infecgdo por Candida (OLSEN;
BONDEVIK,1978; JOHNSON et al., 2012; WONG et al., 2014; TOBOUTI et al., 2016;
YANO et al., 2016).

O método de imunossupressdo somado ao uso de DIOs foi associado a
prostragdo nos animais, perda de peso ou morte (SUGIO et al., 2020). Ja a
administracao de antibidticos tem sido considerada uma alternativa viavel para facilitar
a colonizagao fungica na medida que diminui as bactérias orais (SAMARANAYAKE;
SAMARANAYAKE, 2001; WONG et al., 2014; YANO et al., 2016). Em especial, a
administragao de tetraciclina tem sido relacionada a manifestagdo de candidose oral
em humanos (SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 2001) e, por esse motivo,
recomendada para auxiliar na indugdo de estomatite protética em modelo murino
(TAKAKURA et al., 2003).

O estudo de Albach (2020) testou a efetividade da indugao e longevidade da
estomatite protética comparando diferentes protocolos em ratos Wistar
imunocompetentes sob antibioticoterapia, visando definir o protocolo nessas
condicdes. O estudo concluiu que o modelo sob antibioticoterapia com tetraciclina,
que utilizou DIO contaminado por 4 dias com C. albicans, obteve resultados com
alteracdes clinicas (comparacéo por fotografias), enzimaticas (dosagem de neutrofilos
e macrofagos) e hispatoldgicas significantes. Essas alteragbes foram consideradas
compativeis com o quadro da estomatite protética, sendo mantidas por 4 dias apods a
inducdo da doenga (ALBACH, 2020).
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Haja vista a alta prevaléncia da estomatite protética, os desafios de seu
tratamento e a frequente recorréncia, é relevante o desenvolvimento dessa lesdo em
modelo animal com o objetivo de avaliar novas alternativas de tratamento,
previamente aos estudos em humanos. Entre as terapias promissoras para a doenca,
como relatado previamente, destaca-se o reembasamento das bases protéticas com
condicionador de tecido modificado pelas CIMs ao biofilme de C. albicans de farmacos
testados em suas formas puras ou complexadas com [3-ciclodextrina. Considerando a
falta de estudos relacionados aos temas, torna-se necessario avaliar a resposta
tecidual em modelo animal apds a indugao da estomatite protética e frente a terapia

inovadora.
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2 PROPOSIGAO

O objetivo geral do presente estudo foi investigar em modelo animal a resposta
tecidual apos inducdo de estomatite protética sob DIOs reembasados com
condicionador tecidual modificado por antifungicos em suas formas livres ou

complexadas com [3-ciclodextrina.

O objetivo especifico desta investigacéo in vivo foi avaliar a resposta tecidual
na mucosa palatina de ratos Wistar apds a indugao de estomatite protética e utilizacéo
de DIOs reembasados com farmacos antifungicos testados em suas formas puras ou
complexadas com [-ciclodextrina, em fungéo de:

a) um condicionador tecidual para base de protese (Softone);

b) dois agentes antifungicos comumente utilizados para a terapia dessa
doenca (Nis e Clx) em suas ClIMs para biofilme de C. albicans;

c) dois métodos de analises:

o morfohistopatolégica qualitativa descritiva e qualitativa ordinal com
atribuicdo de escores ao nivel de inflamacao epitelial no palato dos

animais;

e histométrica por planimetria computadorizada.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais de experimentagao

Um total de 59 ratos machos Wistar (Rattus norvegicus albinus), com idade
entre 60 e 90 dias e peso entre 250 g e 300 g (HOTTA et al., 2019), foi obtido do
Nucleo Avancado de Estudos da Vida da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(NAEVI/UEPG) (CEUA — Proc. N° 048/2016 e N° 038/2018 — Anexo A), em ftrés
momentos diferentes (N=15; N=15; N= 29).

Toda a experimentacdo deste estudo estd de acordo com o The Guiding
Principles for the Care and Use of Animals (Neufeld, 1963). Os pesquisadores
receberam o devido treinamento para uso do biotério e manuseio de animais, bem
como fizeram uso de equipamentos de protecao individual, materiais desinfetados e

instrumentais previamente esterilizados ao longo do experimento.

Os animais foram avaliados de acordo com os grupos de estudo apresentados

abaixo, os quais se encontram resumidos na Tabela 1:

1. Controle negativo (Cn): animais saudaveis que ndo foram submetidos a

inducéo de estomatite protética, nem a utilizagcdo de DIO;

2. Dispositivo estéril (De): animais saudaveis que utilizaram DIO estéril, sem

qualquer tipo de tratamento;

3. Estomatite protética (EP): animais submetidos apenas a inducido de
estomatite protética (ALBACH, 2020);

4. Softone (Soft): apds a indugdo de estomatite protética (ALBACH, 2020), os

animais foram tratados com DIOs reembasados com o condicionador de

tecido Softone;

5. Clorexidina (Clx): idem ao Grupo Soft, entretanto com o Softone modificado

pela adicdo de Clx em sua CIM ao biofilme de C. albicans (BUENO et al.,
2015);
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6. Nistatina (Nis): idem ao Grupo Soft, mas com DIOs reembasados com o

Softone modificado pela adigdo da CIM de Nis ao biofilme de C. albicans
(BUENO et al., 2015);

7. Complexo de inclusdo Clx:B-ciclodextrina (CIx:CD): idem ao Grupo Sofft,
mas com o Softone modificado pela adigdo de CIx:BCD (SCHOEFFEL,
2016) em sua CIM ao biofilme de C. albicans (MORIKAVA, 2020);

8. Complexo de inclusdo Nis:B-ciclodextrina (Nis:BCD): idem ao Grupo Sofft,
entretanto com Softone modificado pela adicdo de Nis:BCD (URBAN, 2016)
em sua CIM ao biofilme de C. albicans (MORIKAVA, 2020).

Tabela 1. Grupos de estudo avaliados neste estudo

Complexo
Grupo Sigla DIO C. albicans Reembasador  Antifingico de
incluséo
Controle negativo Cn - - - -
Dispositivo estéril De + - - -
Estomatite Protética EP + + - -
Softone Soft + + + -
Nistatina Nis + + + +
Clorexidina Clx + + + +
Nistatina:-ciclodextrina Nis:BCD + + + + +
Clorexidina:B-ciclodextrina  CIx:CD + + + + +

Inicialmente, os animais foram divididos em grupos e mantidos em quantidade
reduzida (dois ou trés ratos) nas gaiolas, sem que houvesse mistura dos diferentes
grupos a serem testados. O ambiente era climatizado com temperatura (22+2°C) e
umidade controladas (45-55%), com ciclo de 12 h de luz por dia e ventilagdo renovada

de 15 a 20 vezes por hora.

Nas primeiras fases do experimento, os animais receberam dieta solida com
racao convencional e agua ad libitum. Sete dias antes da indugdo de estomatite
protética e até o fim do experimento, os ratos passaram a receber cloridrato de
tetraciclina (Fleming Manipulagdo Farmacéuticas, Ponta Grossa, PR, Brasil) na agua
de beber ad libitum na concentracdo de 0,83 mg/mL (TAKAKURA et al., 2003;
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TAKAKURA et al., 2004; WONG et al., 2014). Diariamente, o consumo de agua era
verificado e reposto.

Trés dias antes da indugao da doencga, os animais também passaram a receber
dieta pastosa obtida por meio da mistura do p6 da ragédo (Presenga, Socil Evialis
Nutricdo Animal Ind. Com., Descalvado, SP, Brasil) com agua (HOTTA et al., 2019),
sendo 30 g a quantidade diaria recebida por animal. Para evitar contaminagéo
cruzada, os animais contaminados foram mantidos em ambientes diferentes dos n&o

contaminados.

Para a execucdo de todos procedimentos intraorais, os animais foram
submetidos a anestesia geral com aplicagdo via intraperitoneal de cloridrato de
quetamina 10% (Ketalex; Rhobifarma Industria Farmacéutica Ltda., Hortolandia, SP,
Brasil) e cloridrato de xilazina 2% (Xilazin; Syntatec do Brasil Ltda., Cotia, SP, Brasil)
nas doses de 0,08 mL e 0,04 mL para cada 100 g de peso do animal, respectivamente
(HOTTA et al., 2019).

A saude dos animais foi monitorada durante todo o experimento com o
acompanhamento diario da massa corporal, observacdo de possiveis dificuldades
respiratorias, isolamento, prostracdo, escurecimento da cor do pelo ou indiferenca.
Todos os procedimentos foram realizados de forma a evitar ou reduzir o sofrimento
dos animais (ALBACH, 2020).

Como critério de inclusdo, os ratos eram C. albicans-negativos no inicio do
estudo (TOBOUTI et al., 2016). Para isso, amostras da saliva dos ratos foram
coletadas esfregando um swab estéril embebido em caldo Brain Heart Infusion (BHI)
(Kasvi Imp. e Dist., Curitiba, PR, Brasil) no palato dos animais durante 30 s. Em
seguida, o conteudo foi armazenado em tubos de Falcon contendo 1 mL de caldo BH,
homogeneizado em vortex (QL-901; Biomixer, Curitiba, PR, Brasil) e, entdo, semeado
em placas de Petri contendo o meio de isolamento e identificagcdo de fungos (Candida
CHROMagar®, Candida Cromogénico; LB Laborclin, Pinhais, PR, Brasil). As placas
foram incubadas a 37°C por 48 h e a interpretacdo dos resultados foi realizada pela
analise da morfologia e da pigmentagédo das colbnias. Nesta técnica, as colénias de
C. albicans aparecem com coloragéo verde-claro a verde-médio (NEPPELENBROEK
et al., 2014).
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3.2 Materiais

O condicionador de tecido Softone (Bosworth Company, Skokie, IL, EUA) foi o
material macio temporario selecionado para este estudo. Fornecido na forma de p6 e
liquido, o p6 € composto por polietil metacrilato, peroxido de benzoila e particulas de
dioxido de titanio, enquanto o liquido, por plastificante ftalato de alquilo e alcool etilico.
Segundo as recomendagdes do fabricante, é utilizado na propor¢ado de 1 g/1 mL, o
tempo de manipulagdo € de 1 min e, de plastificagdo, cerca de 7 min a temperatura

ambiente.

Em relacdo aos antifungicos, foram selecionados os farmacos Nis (Teor
6.800,99 Ul/mg; Fagron, Embu, SP, Brasil) e CIx (99,9%; Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, EUA). Para formar os complexos de inclusdo, a ciclodextrina utilizada foi a 3-
ciclodextrina (BCD; >97%; Sigma Aldrich).

Para obtencdo dos complexos, as suspensdes de Nis:BCD e CIx:BCD nas
propor¢des molares de 1:1 e 1:2, respectivamente, foram dissolvidas em solugéo de
etanol (P.A. ACS; Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e agua destilada 50:50 (v/v), as
quais foram agitadas (25°C por 24 h), congeladas a -82°C e liofilizadas (mod.
LD1500A; Terroni, S&o Carlos, SP, Brasil) por 72 h (SCHOEFFEL, 2016; URBAN,
2016).

3.3 Obtencao dos dispositivos intraorais (DIOs)

Para obtencdo dos modelos de estudo, a maxila de um cranio seco de rato com
tamanho compativel aos dos animais utilizados nesta pesquisa foi moldado com
silicona por condensacdo de consisténcia pesada (Zetaplus; Zhermack, Badia
Polesine, RO, Italia). O molde foi vazado com gesso pedra especial tipo IV (Durone;
Dentsply Ind. Com., Rio de Janeiro, RJ, Brasil) (HOTTA et al., 2017; ALBACH, 2020).

Sobre os modelos de estudo aliviados com 2 mm de cera n° 7 (Lysanda Prod.
Odontol., Sdo Paulo, SP, Brasil), moldeiras individuais foram confeccionadas com
resina acrilica autopolimerizavel incolor (Vipi Flash; Vipi® Ltda., Pirassununga, SP,

Brasil). Finalizada a polimerizagao da resina acrilica, procedeu-se ao acabamento e
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polimento das moldeiras utilizando brocas de tungsténio maxicut e minicut (Dhpro,
Rhadartrade, Parangua, PR, Brasil) (MORAES, 2018).

A partir dessas moldeiras individuais, os animais foram moldados com poliéter
(Impregum F; 3M do Brasil, Campinas, SP, Brasil) (Figura 1A) e os moldes (Figura 1B)
vazados para a obtegdo dos modelos de trabalho (Durone; Dentsply Ind. Com., Rio
de Janeiro, RJ, Brasil) (Figura 1C). Sobre esses, os DIOs foram encerados com 3 mm
de espessura na regido do palato e na superficie oclusal dos molares e 2 mm nas
suas faces vestibulares (MORAES, 2018) (Figuras 1D e 1E).

O conjunto foi incluido em mufla metalica n® 6 (OGP Prod. Odontol. Ltda., Sdo
Paulo, SP, Brasil) (Figura 2A) com gesso pedra tipo Ill (Herodent; Vigodent S.A. Ind.
e Com. Ltda., S&do Paulo, SP, Brasil) e, sobre o modelo encerado, foi construida uma
muralha de silicona por condensagao de consisténcia densa (Zetalabor; Zhermack.,
Badia Polesine, RO, Italia) (Figura 2B). A cera foi eliminada (Figura 2C) para
possibilitar a inser¢cado da resina acrilica termopolimerizavel incolor Vipi Cril® (Vipi®
Ltda., Pirassununga, SP, Brasil) em fase plastica. Em seguida, as muflas foram
prensadas (Essence Dental VH, Araraquara, SP, Brasil) a 1,25 t por 30 min para,
entdo, a resina ser polimerizada em banho de agua (SL-155/22; Solab Equipam.
Laborat. Ltda., Piracicaba, SP, Brasil) pelo ciclo recomendado pelo fabricante,
procedendo-se ao resfriamento em bancada e agua (ALBACH, 2020).

Depois da demuflagem, os excessos de resina dos DIOs foram removidos,
sendo o0 acabamento realizado com minicut (Figura 3A). Entdo, foi realizada a
planificacdo da superficie externa dos DIOs com lixas d’agua de granulagao 100 e 200
(3M do Brasil) (Figura 3B) para padronizagdo da rugosidade. Os DIOs finalizados
(Figura 3C e 3D) foram submetidos a armanezagem em agua destilada a 37°C por 48
h (ISO, 1998). Entdo, foram individualmente imersos em 200 mL de agua destilada
estéril e esterilizados por micro-ondas (MEF 41; Electrolux, Manaus, AM, Brasil) a 650
W por 3 min (MIMA et al., 2008; MORAES, 2018).
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FIGURA 1 - Moldagem, vazamento e enceramento dos modelos de trabalho. A: Moldagem de trabalho;
B: Molde e C: Modelo de trabalho; D: Enceramento; E: Conferéncia da espessura da cera.

FIGURA 2 — Inclusdo em mufla e polimerizagcdo dos dispositivos acrilicos. A: Modelo de trabalho
encerado incluido em mufla; B: Muralha de silicona: C: Modelo de trabalho em mufla apés a eliminagao
da cera; D: DIO removido da mufla.

FIGURA 3 — Acabamento e planificacdo dos dispositivos. A: Acabamento do dispositivo com broca
minicut; B: Planificacdo e padronizacdo da rugosidade da superficie externa com lixas d’agua; C:
Superficie externa do DIO; D: Superficie interna do DIO.

3.4 Obtencao do in6culo de C. albicans

Uma algada da cepa geneticamente modificada de C. albicans SC5314
(BUENO et al., 2015) mantida em caldo Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPD,;
Clontech Laboratories Inc, Mountain View, CA, EUA) contendo 20% de glicerol (Kasvi
Imp. e Dist.) (CATALAN et al., 2008) foi descongelada (-80°C) (Figura 4A) e semeada
em placa de Petri contendo YEPD Agar (Clontech laboratories Inc, Mountain View,
CA, EUA). Apo6s a incubagéo a 37°C por 48 h (ZAMPERINI et al., 2011) (Figura 4B),
uma colénia foi removida da placa, ressuspendida em 20 mL de YEPD (Figura 4C) e
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mantida overnight (16 h) em incubadora (Shaker- Mod. 430/RDBP, Nova Etica,
Vargem Grande Paulista, SP, Brasil) a 30°C, sob agitagdo de 180 rpm, resultando em
uma preé-cultura (MORAES, 2018).

Para a purificacdo das células, os tubos Falcon (TPP®; Techno Plastic Prod,
Trasadingen, SH, Suica) contendo a pré-cultura foram submetidos a centrifugagéo
(mod. 5804 R; Eppendorf do Brazil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) a 4000 rpm a 4°C por
15 min, sendo o sobrenadante desprezado. A purificacdo das células foi realizada por
lavagem do pellet com 5 mL de PBS (Phosphate Buffer Solution; Sigma-Aldrich Inc.,
St. Louis, MO, EUA) (Figura 4D) e homogeneizagdo em vortex (QL-901 Biomixer;
Curitiba, PR, Brasil), seguido por nova centrifugagdo nas mesmas condigdes descritas
anteriormente, com descarte do sobrenadante. Esse procedimento foi repetido por
duas vezes (BUENO et al., 2015).

O pellet final, obtido apés o processo de purificacdo das células, foi
ressuspenso em 20 mL de PBS para obtencdo do inoculo (Figura 4E) a uma
concentragdo de 2,6 x 108 UFC/mL (ALBACH, 2018). Durante todo o estudo, foram
obtidas diluigdes seriadas em PBS da suspensao fungica para a determinagédo da
concentracéo utilizada para o indculo. Assim, aliquotas de 25 L das diluicdes a 103
e 10 foram plaqueadas em duplicata em placas de Petri contendo agar Sabouraud
Dextrose (Difco®, Detroit, Michigan, EUA) (Figura 5). As placas foram incubadas a
37°C por 48 h e, entéo, foi realizada a contagem das colénias de C. albicans para a

determinagao dos valores de UFC/mL, calculados pela seguinte equacéo:

UFC/mL = numero de colbnias x 10"/q, na qual, n equivale ao valor absoluto da
diluicdo (4), e g equivale a quantidade, em mL, pipetada para cada diluicdo durante a

semeadura das placas.
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FIGURA 4 — Preparo do in6culo. A: Cepa descongelada; B: Crescimento fungico em agar YEPD; C:
Transferéncia de uma col6nia de C. albicans para 20 mL de caldo YEPD; D: Lavagem do pellet em PBS
estéril; E: Indculo.
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FIGURA 5 — Placas de Petri contendo agar Sabouraud Dextrose e o crescimento fungico resultante das
diluicbes seriadas.

3.5 Contaminagao dos DIOs

Os DIOs foram contaminados com o indculo de C. albicans a uma concentragao
de 2,6 x 108 UFC/mL visando reproduzir a condigdo clinica das proteses dos pacientes
com estomatite protética (MORAES, 2018). Entdo, os DIOS foram individualmente
colocados em pogos de placa de cultura de 24 pogos (TPP®), com a superficie interna
voltada para cima (MORAES, 2018).

Para a adesao celular, cada DIO foi imerso em 2 mL do inéculo em placa de
cultura de 24 pogos (TPP®), incubado (75 rpm, 90 min e 37°C) (BUENO et al., 2015)
e lavado em duplicata com 2 mL. Entdo, os DIOs foram imersos em 2 mL de RPMI-
1640 com 2% de glicose (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e incubados
novamente (75 rpm, 24 h e 37°C). Apos esse periodo, o RPMI-1640 foi trocado e
incubado por 24 h nas mesmas condigbes (DELBEN et al., 2016). Decorridas as 48 h
de incubacgéo, foi observado um biofilme maduro, que foi gentilmente lavado com PBS
em duplicata (Figura 6) (DELBEN et al., 2016).




Material e Métodos 47

FIGURA 6 — Dispositivos imersos no meio de cultura apés periodo de formagao de biofilme.

3.6 Inoculacdao oral de C. albicans e cimentagdo dos DIOs nos molares

superiores dos animais

Sete dias antes da cimentagdo dos dispositivos € no decorrer de todo o
experimento, os ratos receberam hidrocloreto de tetraciclina na agua de beber na
concentragao de 0,83 mg/mL para reduzir as bactérias orais (TAKAKURA et al., 2003;
TAKAKURA et al., 2004; WONG et al., 2014; ALBACH, 2020).

Para realizar os procedimentos a seguir, a anestesia dos ratos foi
complementada com a administragéo de 0,01 mL/100 g do animal via intraperitoneal
de maleato de acepromazina 1% (Apromazin 1%; Syntec, Santana de Parnaiba, SP,
Brasil) (ALBACH, 2020). Isso foi necessario para que os ratos permanecessem
anestesiados por mais tempo a fim de evitar a degluticdo de Candida, melhorando
colonizagao e invaséao tecidual dos fungos no tecido epitelial.

Inicialmente, o palato dos animais foi inoculado com uma suspensao
padronizada de C. albicans (2,6 x 108 UFC/mL), utilizando swabs estéreis embebidos
na suspensao com o inéculo e esfregados com pressdo moderada sobre o palato dos
animais por 30 s (ALBACH, 2020) (Figura 7A). Em seguida, os DIOs previamente
contaminados foram cimentados nos molares superiores utilizando cimento resinoso
autoadesivo RelyX™ U200 (3M ESPE; St. Paul, EUA) (Figura 7E), precedido do
condicionamento com acido fosférico Condac 37% (FGM; Joinville, Brasil) (Figura 7B,




48 Material e Métodos

7C e 7D). Os ratos permaneceram com o DIO em boca por 4 dias para indugéo da
estomatite protética (TOBOUTI et al., 2016; ALBACH, 2020).

FIGURA 7 — Inoculagdo oral com C. albicans e cimentagdo dos DIOs nos palatos dos animais. A:
Inoculagéo do palato dos animais; B: Condicionamento acido dos molares superiores; C: Lavagem com
jato de agua; D: Secagem; D: Cimentagéo do DIO.

Antes da recuperacao anestésica, os animais tiveram suas unhas cortadas, a
fim de evitar que se machucassem ao tentar remover os DIOs (HOTTA et al., 2017;
ALBACH, 2020). A partir dessa fase do experimento, todos os animais foram mantidos
em gaiolas separadas, de forma isolada, para evitar contaminagdo cruzada ou
possivel interferéncia nos tratamentos, os quais os ratos foram submetidos

posteriormente.

3.7 Reembasamento dos DIOs nos palatos dos animais

Apos o periodo de indugdo da infeccdo, os DIOs foram removidos e
desgastados uniformemente em sua superficie interna, deixando espago de 1 mm
(HOTTA et al., 2019). Esse desgaste foi obtido com o auxilio de uma broca carbide n°
702, fazendo-se trés sulcos longitudinais que foram unidos com broca minicut (HOTTA
et al., 2019). Entéo, os dispositivos foram reembasados com o condicionador de
tecidos Softone com ou sem a adigao dos farmacos em suas CIMs ao biofilme de C.
albicans nas formas puras (BUENO et al., 2015) ou complexadas com B-ciclodextrina
(MORIKAVA, 2020). Assim, foram levados a boca do animal com pressao digital até
a plastificagao completa do material. Os excessos do material foram cuidadosamente
removidos com tesoura estéril e novamente cimentados na regido de molares (Figura

8), permanecendo na cavidade bucal dos animais por 2 dias.
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3.8 Obtencao e processamento das amostras histolégicas

Apos o término do periodo experimental (2 dias), os ratos foram eutanasiados

por administragdo de uma dose excessiva de anestésico seguida de deslocamento
cervical (HOTTA et al., 2017).

FIGURA 8 — A: Softone manipulado acrescentado na regido palatina desgastada dos DIOs; B: DIO
reembasado; C: Remocgéo dos excessos do material reembasador e alivio na regido dos molares; D:
Aspecto final do DIO apés reembasamento e alivio para cimentagéo; E: DIO cimentado.

A regido da maxila contendo o palato e os molares foi divulsionada, fixada em
formol neutro a 10% em tampéo fosfato por 48 h e desmineralizada em solugao de
EDTA (4,13% de Tritriplex Ill- Merck® Darmstadt, HL, Alemanha e 0,44% de hidroxido
de sodio) a temperatura ambiente por aproximadamente 20 dias. Apds esse processo,
as amostras foram reduzidas apenas a area de interesse -Al (recoberta pelos DIOs -
Figuras 9 e 10), correspondente a secgao transversal do palato duro de mesial dos
primeiros molares até a distal dos terceiros molares, com descarte das demais
estruturas da maxila (HOTTA et al., 2017, HOTTA et al., 2019). Em seguida, as pecas
foram incluidas em parafina e cortes seriados foram obtidos de toda a Al (4 yum de

espessura).

FIGURA 9 — A: Softone manipulado acrescentado na FIGURA 10 — Delimitagdo esquematica da
regiao palatina desgastada dos DIOs; B: DIO areade interesse (Al)- palato duro de mesial
reembasado; C: Remocdo dos excessos do material dos primeiros molares até a distal dos
reembasador e alivio na regido dos molares; D: terceiros molares

Aspecto final do DIO apés reembasamento e alivio

para cimentagdo; E: DIO cimentado.
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Em seguida, as pegas passaram por processamento histolégico para inclusao
em parafina com adigao de polimeros (Histosec®, Merck, Darmstadt, HE, Alemanha)
a temperatura de 60°C. Apds a solidificacédo, 12 cortes seriados de 4 um de espessura
foram obtidos de duas regides da Al no sentido transversal e coletados em laminas
silanizadas, para serem submetidos a coloragéo pela Hematoxilina e Eosina (HE).

3.9 Monitoramento da saude dos animais

Diariamente os animais foram individualmente monitorados em relagcédo ao
consumo de agua (mL). Também foram pesados (massa corporal) em diferentes
etapas do estudo: inicial (inicio do experimento); TO: periodo correspondente ao dia
da instalacdo dos DIOs para indugdo de estomatite protética; T1: periodo
correspondente ao dia de reembasamento dos DIOs para tratamento; T2: periodo
correspondente ao final do tratamento.

3.10 Avaliacao da resposta tecidual

Para a avaliagdo histopatolégica da resposta tecidual em cada grupo
experimental em comparacgao ao Grupo Cn, os cortes teciduais corados pela HE foram
digitalizados pelo scanner de laminas Aperio Scanscope CS (Aperio Technologies
Inc., Vista, CA, USA) em magnificagdo de 40x. Todas as imagens digitais foram
armazenadas em formato “svs” e, posteriormente, visualizadas no programa

ImageScope (Aperio Technologies Inc.).

3.10.1 Analise morfohistopatologica

A analise qualitativa foi realizada tanto de forma descritiva quanto de forma
ordinal, com atribuicdo de escores ao nivel de inflamacao epitelial no palato dos
animais. Para isso, foram avaliados os aspectos relacionados a espessura da camada

cérnea (ortoqueratina), variagdes no epitélio, tecido conjuntivo e presenca de infiltrado
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e células inflamatorias (HOTTA et al., 2017; HOTTA et al., 2019). Na analise ordinal,

foram atribuidos escores de 1-5, conforme abaixo:

1 = Epitélio normal;

2 = Reducgao da camada queratinizada e processo inflamatério leve;

3 = Hiperplasia leve com presenca de células inflamatodrias;

4 = Hiperplasia severa com fibrose e auséncia da camada queratinizada;
5 = Intenso processo inflamatorio e les&o epitelial.

3.10.2 Analise histométrica por planimetria computadorizada

A fim de quantificar as alteragdes em relagdo as medidas do epitélio, foi
realizada uma analise de planimetria computadorizada. Para isso, foram obtidas
imagens da mucosa palatina localizadas entre os feixes vasculo-nervosos compostos
pela artéria palatina maior e nervo palatino maior no aumento de 6,5%, utilizando o
software ImageScope (Aperio Technologies Inc.). As imagens armazenadas em
formato “TIFF foram avaliadas por um software de analise digital (AxioVision 4.8., Carl
Zeiss, Oberkochen, BW, Alemanha) em relagdo a nove variaveis: 1) comprimento da
superficie cornea (CSL), 2) comprimento da superficie basal (BSL), 3) comprimento
da superficie basal em relagdo ao comprimento da superficie cornea (BSL/CSL), 4)
espessura de queratina (KT), 5) espessura do compartimento celular (CCT), 6)
espessura do compartimento celular em relagcdo a espessura de queratina (CCT/KT),
7) area de queratina (KA), 8) area do compartimento celular (CCA) e 9) proporcéo da
area do compartimento celular em relagéo a area da queratina (CCA/KA). Para obter
a meédia da espessura da queratina e do compartimento celular de cada campo, foram
realizadas 15 mensuracgdes equidistantes. Isso foi realizado para alcancar maior
fidelidade de mensuracgdes, uma vez que as camadas de queratina e epitélio variam
em espessura dependendo da regido avaliada (HOTTA et al., 2017; HOTTA et al.,
2019).
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3.11 Forma de analise dos resultados

Para as analises de monitoramento dos animais, os dados relativos ao
consumo médio diario de agua por grupo foram submetidos a analise de variancia de
fator unico (ANOVA 1-fator) (a=0,05). O acompanhamento da massa corpdrea dos
ratos ao longo do periodo experimental foi analisado estatisticamente utilizando a
ANOVA 2-fatores de medidas repetidas (fatores "grupo" e "tempo"; a=0,05).

Para a analise histométrica por planimetria computadorizada, foi realizada uma
calibracido intraexaminador previamente. Para isso, apds 20 dias das mensuragoes
iniciais, 30 laminas selecionadas aleatoriamente foram avaliadas e a analise
intraexaminador foi realizada (HOTTA et al., 2017). Teste t pareado foi utilizado para
a determinacgao do erro sistematico (a=0,05) e a formula de Dahlberg foi utilizada para
estimar o erro casual. Confirmada a calibracdo intraexaminador (0,835-1,000),
procedeu-se as analises. As imagens das laminas foram descritas qualitativamente,
sendo atribuidos escores ao nivel de inflamacgao epitelial no palato dos animais, os
quais foram relacionados pelo teste de Correlacdo de Pearson as medidas de
comprimento, espessura e area do epitélio obtidas por planimetria computadorizada.
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4 RESULTADOS

4.1 Triagem dos Animais

De 59 animais triados, todos eram C. albicans-negativos no inicio do estudo,

nao apresentando nenhuma colénia presuntiva de C. albicans na cavidade oral.

4.2 Monitoramento dos Animais

Dos 59 ratos triados, 22 foram excluidos da amostra por morte durante o

procedimento anestésico ou por perda do DIO durante o experimento. Assim, 37 ratos

foram incluidos neste estudo, conforme mostra a Figura 11.

Ratos selecionados
N =59

Excluidos por morte durante a anestesia
N=3

Excluidos por perda do DIO durante a indugéo de EP
N =10

Excluidos por perda do DIO durante o tratamento

N=9
Ratos que
continuaram no
experimento
N = 37
Cn De EP Soft Clx Nis Clx:BCD Nis:BCD
n=4 n=5 n=3 n=5 n=7 n=5 n=4 n=4

FIGURA 11 — Fluxograma dos grupos estudados.

Em quase todos os animais, independente do grupo, foi comum observar
pequena quantidade de detritos alimentares entre o palato e os DIOs, durante sua
remocao. Nos ratos que foram submetidos a indugao de estomatite protética, também

foi possivel visualizar a formagao de um biofilme espesso.
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O consumo médio diario de agua pelos animais dos diferentes grupos pode ser

visualizado na Figura 12.

25,0 - 1 7
20,0 - T T
15,0 -
10,0
5,0
0,0 - ‘ ‘
Cn De EP

Soft Clx Nis  CIx:BCD Nis:BCD

Consumo médio diario de agua (mL)

FIGURA 12 — Consumo médio diario de agua (mL) pelos animais dos diferentes grupos avaliados.

Foi possivel observar que a média diaria do consumo de agua pelos animais
foi semelhante entre os grupos (p=0,69). Com tais informagdes, foi possivel assegurar
que, neste estudo, os animais ingeriram quantidade semelhante da tetraciclina ao
longo do experimento. N&o foi observada a redugéo da ingestdo da mistura liquida do
antibiotico na agua de beber pelos ratos ao longo da pesquisa.

Os resultados de acompanhamento dos pesos dos animais podem ser
observados na Figura 13.
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FIGURA 13 — Acompanhamento do peso (g) dos animais ao longo do experimento.

Inicial: periodo correspondente ao inicio do experimento;, TO: periodo correspondente ao dia da
instalagcdo dos DIOs para indugdo de estomatite protética; T1: periodo correspondente ao dia de
reembasamento dos DIOs para tratamento; T2: periodo correspondente ao final do tratamento.

Observa-se que ndo houve diferenca estatisticamente significante (p=0,84) na
comparagdo dos pesos dos animais entre o0s grupos experimentais avaliados.
Entretanto, foi verificada interacédo entre os fatores "grupo” e "tempo" (p=0,043) para
avaliacdo do peso dos animais ao longo do experimento. As variagdes de peso
detectadas foram pequenas e observadas principalmente entre os periodos T1 (apos
o tratamento) e T2 (antes da eutanasia) (p<0,05). Apesar disso, nenhum animal

mostrou-se debilitado no decorrer do experimento.

4.3 Avaliacao da Resposta Tecidual

4.3.1 Analise morfohistopatologica

A analise morfohistopatologica descritiva foi realizada avaliando

fotomicrografias como ilustrado na Figura 14, sendo os principais achados descritos a

sequir:

a. Grupos Controles
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Grupo Cn: Todos os cortes mostraram o palato revestido por epitélio
estratificado pavimentoso (Figura 14A), contendo uma espessa e continua camada
queratinizada (Figura 14A1) logo acima da camada granulosa composta por células
achatadas ricas em granulos de querato-hialina (Figura 14A1). O epitélio apresentava
papilas epiteliais rasas e camada basal intacta (Figura 14A2). Adjacente a camada
basal, a lamina propria era formada por tecido conjuntivo rico em fibras colagenas,
fibroblastos, pequenos capilares e raras células inflamatérias (Figura 14A2). Essa
organizagdo homogénea de células, vasos e componentes da matriz extracelular era
indicativa de um tecido conjuntivo normal. Para todas as imagens representativas

desse grupo, atribuiu-se o escore 1.

Grupo De: Todas as amostras (Figura 14B) apresentaram quadro
histopatoldgico similar ao do Grupo Cn (Figura 14A), exceto uma que apresentou
reducédo da camada cornea queratinizada (Figura 14C). Como nao foram observadas
alteracdes nas demais estruturas epiteliais nem se notou aumento das células
inflamatorias na lamina prépria, todas as amostras desse grupo também receberam o

escore 1.

Grupo EP: Em uma amostra (Figura 14D), observou-se redugcdo da camada
cérnea (Figura 14D1) e aumento das células inflamatérias no tecido conjuntivo
adjacente a camada basal (Figura 14D2), sendo atribuido o escore 2 (n=1). Em outra
(Figura 14E), foi possivel visualizar paraqueratose (Figura 14E1), isto é, persisténcia
de nucleos na camada cornea, além de hiperplasia leve com projegbes epiteliais
longas, mas com espessura regular em diregcdo a lamina propria (Figura 14E). A
epiderme suprapapilar, que recobre a extremidade das papilas dérmicas em algumas
regides, mostrava-se muito adelgada, com algumas pontas das papilas expostas
(Figura 14E1). A lamina prépria e o interior do tecido epitelial apresentavam células
inflamatorias, principalmente neutréfilos adentrando no epitélio (Figura 14E2). Nesta
amostra, atribuiu-se o escore 4. Acentuado espessamento da epiderme por aumento
das células da camada espinhosa (acantose) e grande alongamento desorganizado
das projecoes epiteliais entre as papilas dérmicas (Figura 14F) caracterizaram a
amostra que recebeu o escore 5. Essa também apresentou paraqueratose (Figura
14F1), auséncia da camada granulosa, além de uma lamina prépria caracterizada por
um tecido conjuntivo denso contendo fibroblastos e células inflamatoérias

mononucleadas (Figura 14F2).




Resultados 59

b. Grupos Tratados

Grupo Soft: Duas amostras receberam o escore 2 pelo pequeno aumento das
papilas epiteliais rasas e de células inflamatdrias na lamina propria e no tecido epitelial
(Figura 14G). Nas outras duas amostras, foi atribuido o escore 5 pela presenca de
paraquetose, acantose e grande alongamento desorganizado das projecgdes epiteliais
entre as papilas dérmicas contendo células inflamatérias (Figura 14H). Adjacente as
papilas dérmicas, a ldmina propria era constituida por um tecido conjuntivo rico em

células inflamatorias (Figura 14H).

Grupo Nis: Duas amostras receberam o escore 1 por apresentarem
caracteristicas de um tecido epitelial normal (Figura 14l), semelhante ao observado
nos Grupos Cn e De. Em uma amostra, foi atribuido o escore 2 devido ao aumento da
camada queratinizada acima da camada granulosa, alongamento desorganizado das
projecdes epiteliais, além de espessamento das papilas dérmicas e da lamina propria,
com presenca de grande quantidade de células inflamatérias (Figura 14J). Para a
amostra na qual as camadas cornea e granulosa estavam presentes, porém as
projecdes epiteliais se mostravam alongadas e desorganizadas, contendo varias
células inflamatérias advindas da lamina propria adjacente, foi atribuido o escore 3
(Figura 14K). Uma das amostras recebeu o escore 4 pela auséncia da camada
granulosa, inicio da formagédo de uma camada paraqueratinizada e pela presenga de
projecdes epiteliais associadas alongadas com células inflamatérias advindas das

longas papilas dérmicas (Figura 14L).

Grupo CIx: Em duas amostras, o epitélio palatino se apresentava similar ao
observado no Grupo Cn, sendo atribuido o escore 1 (Figura 14M). Perda parcial da
camada cornea queratinizada com presenca da camada granulosa, pequeno aumento
das projecgdes epiteliais e raras células inflamatoérias no tecido conjuntivo adjacente a
camada basal foram caracteristicas de duas amostras (Figura 14N) que receberam o
escore 2. A presenca de paraqueratose e hiperplasia leve, com projegdes epiteliais
longas e desorganizadas contendo algumas células inflamatérias advindas da Iamina
prépria adjacente, foi observada em duas amostras, para as quais o escore 3 foi
atribuido (Figura 140).
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Grupo Nis:BCD: Duas amostras (Figura 14P) receberam o escore 1 por
apresentarem estuturas epiteliais similares aquelas observadas no Grupo Cn, embora
algumas células inflamatérias na papila dérmica tenham sido observadas. O escore 3
foi atribuido as outras duas amostras que apresentavam paraqueratose com auséncia
da camada granulosa e hiperplasia leve com projegdes epiteliais longas e células

inflamatorias provenientes das papilas dérmicas (Figura 14Q).

Grupo CIx:BCD: Em duas amostras, o epitélio palatino se apresentava
semelhante ao observado no Grupo Cn, recebendo o escore 1 (Figura 14R). Em uma
amostra, houve aumento da camada cérnea com nucleos em seu interior e grande
reducdo da camada granulosa (Figura 14S) e, na outra, presenca de paraqueratose
(Figura 14T). Foi ainda visualizado em ambas as amostras, que receberam o escore
2, um aumento das projecdes epiteliais em comparagdo ao Grupo Cn, com presenca

de raras células inflamatorias oriundas do tecido conjuntivo adjacente a camada basal.
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FIGURA 14 — Quadro histopatolégico das amostras dos grupos testados. Grupo Cn (A) e De (B e C)- Escore 1:
epitélio estratificado pavimentoso com espessa e continua camada queratinizada (seta amarela) acima da camada
granulosa (seta azul), exceto na amostra da imagem C (camada cérnea reduzida); camada basal com papilas
epiteliais rasas e camada basal intacta (seta vermelha) adjacente a lamina propria (LP). Grupo EP (D, E e F)- Escore
2 (D): reducdo da camada coérnea (seta amarela) e aumento das células inflamatérias (area circundada em amarelo)
na LP; Escore 4 (E): paraqueratose (seta verde), hiperplasia com projecdes epiteliais longas (seta vermelha), pontas
de papilas expostas na superficie (seta preta) e células inflamatérias (area circundada em amarelo); Escore 5 (F):
Acantose, alongamento desorganizado das projegdes epiteliais (seta vermelha) entre as papilas dérmicas,
paraqueratose (seta verde), auséncia da camada granulosa e densa LP. Grupo Soft (G,H)- Escore 2 (G): papilas
epiteliais rasas com células inflamatérias na LP e no tecido epitelial (area circundada em amarelo); Escore 5 (H):
Paraqueratose, acantose e alongamento desorganizado das projegdes das epiteliais (seta vermelha) entre as papilas
dérmicas. HE, 10x e 40x
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FIGURA 14 — Quadro histopatolégico das amostras dos grupos testados. Grupo Nis (I, J, K, L)- Escore 1 (l):
camada queratinizada espessa e continua (seta amarela) acima da camada granulosa (seta azul) e camada basal
com papilas epiteliais rasas (seta vermelha); Escore 2 (J): aumento desorganizado das projegdes epiteliais (seta
vermelha), espessamento das papilas dérmicas e da lamina propria (LP); Escore 3 (K): fina camada cérnea (seta
amarela) adjacente a granulosa (seta azul) e projegdes epiteliais alongadas e desorganizadas (seta vermelha) com
células inflamatérias (area circundada em amarelo); Escore 4 (L): fina camada cérnea paraqueratinizada (seta
amarela), auséncia da camada granulosa, desorganizagao e destruicdo das projecdes epiteliais (seta vermelha)
invadidas por células inflamatodrias (area circundada em amarelo) advindas das papilas dérmicas. Grupo Clx (M e
N)- Escore 1 (M): camada queratinizada espessa e continua (seta amarela) adjacente a camada granulosa (seta
azul), projecdes epiteliais (seta vermelha) e papilas dérmicas rasas; Escore 2 (N): perda parcial da camada
queratinizada (seta amarela) adjacente a camada granulosa (seta azul) e leve aumento das projecdes epiteliais
(seta vermelha) com presenga de células inflamatdrias (area circundada em amarelo). HE, 10x e 40x%
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FIGURA 14 — Quadro histopatolégico das amostras dos grupos testados. Grupo Clix- Escore 3 (O):
paraqueratose (seta amarela), hiperplasia epitelial com proje¢cdes longas e desorganizadas (seta vermelha)
invadidas por células inflamatérias provenientes das papilas dérmicas (area circundada em amarelo). Grupo
Nis:BCD (P e Q)- Escore 1 (P): camada coérnea espessa (seta amarela) e raras células inflamatérias (area
circundada em amarelo); Escore 3 (Q): paraqueratose (seta amarela), hiperplasia com projegdes epiteliais
longas e desorganizadas e células inflamatérias nas papilas dérmicas (area circundada em amarelo). Grupo
CIx:BCD (R, S e T)- Escore 1 (R): camada queratinizada espessa (seta amarela) acima da camada granulosa
(seta azul); camada basal com papilas epiteliais rasas (seta vermelha) adjacente a lamina prépria (LP) formada
por tecido conjuntivo rico em fibras colagenas; Escore 2 (S e T): camada cérnea espessa paraqueratinizada
(seta amarela, camada granulosa reduzida (seta azul) e projecdes epiteliais (setas vermelhas) com raras células
inflamatodrias (area circundada em amarelo). HE, 10x e 40x
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Embora ndo tenha sido um dos objetivos do trabalho, fotografias
representativas do palato dos grupos de animais submetidos aos diferentes tipos de
tratamento foram obtidas ao final do experimento, a fim de compara-las com os
achados morfohistopatoldgicos. Para isso, os animais foram posicionados em uma
maca estabilizadora com distancia focal e iluminagao padronizadas utilizando camera
digital (Canon EOS 500D; Canon Inc., NY, EUA) acoplada a uma mesa estativa. As
fotografias obtidas podem ser visualizadas na Figura 15.

FIGURA 15 - Imagens representativas do palato dos animais ao final do experimento nos diferentes
grupos testados: A: Cn; B: De, C: EP; D: Soft; E: CIx; F: Nis; G: CIx:BCD; H: Nis:BCD.

Assim como no Grupo Cn, os animais que utilizaram apenas o DIO estéril
(Grupo De), ndo evidenciaram sinais clinicos de inflamagao (Figuras 15A-B), o que
corrobora com os achados morfohistopatoldgicos compativeis com um tecido epitelial
normal apresentado por suas amostras (Figuras 14A-C). Para o Grupo EP, as
fotografias da mucosa palatina de suporte de todos os ratos mostraram sinais clinicos
sugestivos do quadro da doenga, com a presenca de eritema e edema tecidual
evidenciados, respectivamente, por petéquias e/ou areas difusas avermelhadas e
perda de nitidez das rugosidades palatinas (Figura 15C). Esses sinais foram
compativeis com os achados histopatolégicos indicativos de inflamagao e destruigéo
epitelial previamente descritos para o grupo (Figuras 14D-F).
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Em relagdo aos grupos de animais tratados, foi possivel observar que,
clinicamente, os animais que tiveram seus DIOs reembasados apenas com o material
Softone (Grupo Soft) ndo tiveram seus tecidos de suporte totalmente recuperados,
apresentando sinais de edema e, na maioria das vezes, erosao (Figura 14D). Tais
achados clinicos foram condizentes com os escores da analise morfohistopatologica,
que variaram para as amostras desse grupo entre graus de inflamacéo leve a intenso
(2e5) (Figuras 14 G e F).

As mucosas palatinas sob os DIOs de ratos tratados dos Grupos CIx, Nis,
CIx:BCD e Nis:BCD apresentaram-se clinicamente semelhantes entre si, sem sinais
evidentes de inflamac&o. Nessas fotografias representativas, foi possivel observar que
o tratamento com a incorporacgao de farmacos complexados ou ndo em material macio
temporario resultou em um aspecto esbranquicado da mucosa palatina de suporte,
sugestivo de queratinizagdo e provavel recuperacdo tecidual. Esse achado em
especifico corrobora com o espessamento da camada coérnea encontrado nas

amostras histopatoldgicas dos grupos tratados.

Alguns animais apresentaram sangramento na margem gengival dos molares
decorrente de trauma gerado durante a remogéo dos DIOs como ilustram as Figuras

15 C a 15 H, o que nao pode ser considerado sinal clinico de estomatite protética.
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4.3.2 Analise histométrica por planimetria computadorizada

Os resultados da analise histométrica por planimetria computadorizada podem

ser visualizados nos graficos da Figura 16.
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FIGURA 16 — Graficos representativos das analises histopatologicas quantitativas a partir das imagens
do epitélio do palato dos Grupos estudados. A: Comprimento; B: Espessura; C: Area.

Quanto ao comprimento da camada queratinizada (CSL), os Grupos EP e Soft
apresentaram os maiores valores dentre todos os avaliados neste estudo. Para o
compartimento celular (BSL), o Grupo EP exibiu medidas mais elevadas comparado
aos demais, 0 que resultou também em maior relacdo BSL/CSL. No Grupo EP, a
camada queratinizada e o compartimento celular apresentaram, respectivamente, os
menores e 0s maiores valores quanto a espessura (KT e CCT) e area (KA e CCA).
Esses resultados também foram observados de uma maneira menos evidente no
Grupo Soft. Para as mesmas medidas, os Grupos Cn e De apresentaram uma

tendéncia oposta, com maiores espessuras e areas para a camada queratinizada e
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menores para o compartimento celular. Os Grupos tratados seja com CIx, Nis ou
farmacos complexados, CIx:BCD e Nis:BCD, mostraram resultados semelhantes em
todos os parametros avaliados na planimetria computadorizada, com valores mais
proximos aos Grupos Cn e De, e bem distintos daqueles apresentados pelos Grupos
EP e Soft na maioria das condi¢gdes avaliadas.

4.3.3 Correlagao entre as analises morfohistopatolégica e histométrica

por planimetria computadorizada

Os graficos da Figura 17 apresentam as possiveis correlagdes estabelecidas
entre os escores da analise morfohistopatoldgica atribuidos as amostras do palato dos
animais e os dados obtidos pela analise por planimetria computadorizada.
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FIGURA 17 — Graficos da correlagdo de Pearson entre os escores da analise morfohistoldgica e as
mensuragdes da planimetria computadorizada na camada queratinizada (A, B e C), compartimento da
camada celular (A’, B’ e C’) e relagéo entre ambos (A”, B” e C”) referentes as variaveis comprimento
(A, A’ e A”), espessura (B, B’ e B”) e area (C, C’' e C”).
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As mensuragdes na camada queratinizada (A, B e C) apresentaram uma
relagédo linear fraca com os escores atribuidos (R?*= 0,26 a 0,35). Para as medidas
obtidas no compartimento celular (A’, B’ e C’), uma relagao linear forte foi observada
com os escores da analise morfohistopatolégica (R?*= 0,76 a 0,82). O mesmo foi
encontrado na relagao entre as mensuragdes da camada queratinizada com aquelas

do compartimento celular (R>= 0,74 a 0,78).
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5 DISCUSSAO

Um dos grandes desafios desse estudo foi a divergente informagao na literatura
sobre a indugcdo de estomatite protética em modelo animal, o que dificulta sua
padronizagéao e reprodutibilidade (OLSEN, BONDEVIK, 1978; JOHNSON et al., 2012,
YANO et al., 2016). A maioria dos estudos envolvendo modelo experimental murino
de candidose oral ndo envolve a utilizagdo de DIOs simuladores de proteses totais,
sendo a doencga desenvolvida no dorso da lingua dos animais (MARTINS et al., 2011,
DOVIGO et al., 2013; VELLIYAGOUNDER et al., 2015; WHIBLEY et al., 2016;
BASSIRI-JAHROMI et al., 2018; BORGES et al., 2018; RAHAYU et al., 2018, SAKIMA
et al., 2018; SELEEM et al., 2018), o que resulta em lesdes bem distintas daquelas
atroficas presentes nas mucosas de suporte de proteses acrilicas. Alguns estudos
utilizaram DIOs como reservatorio de C. albicans, pois o fungo foi inoculado
diretamente no palato sob os dispositivos e/ou simplesmente colocado em sua
superficie interna (OLSEN; BONDEVIK, 1978; NETT et al., 2010; YANO et al., 2016).
Diferentemente, Tobouti et al. (2016) haviam sido os unicos autores que induziram
estomatite protética com o auxilio de DIO previamente contaminado, o que é

considerado mais proximo da condicdo clinica de pacientes com a doenca.

Outro desafio metodoldgico referente aos modelos murinos de candidose oral
refere-se a eficiente e a rapida resposta imunoldgica dos animais frente a exposigcéo
fungica experimental (VERMA et al, 2018), capacitando-os a eliminar tais
microrganismos em poucos dias (CONTI et al., 2014), o que dificulta a obtencéo de
um modelo animal confiavel para o tratamento da doenga induzida. Como a maioria
das linhagens de ratos e camundongos ndo possui C. albicans como um fungo
comensal, a resisténcia a infecgdo € atribuida a resposta imune inata induzida na
cavidade bucal (HERNANDEZ-SANTOS et al., 2013). Por isso, para a relevancia
cientifica e clinica do presente estudo, a indugao de estomatite protética deveria ser
adequada para um modelo no qual: a) os animais desenvolvessem a doenga na
mucosa sob um DIO previamente contaminado (TOBOUTI et al., 2016), simulando o
que acontece clinicamente com o usuario de proteses acrilicas parciais ou totais; b) a

lesdo induzida permanecesse na mucosa de suporte por um periodo suficiente para
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permitir a avaliagdo da eficiéncia do tratamento proposto, dentro do qual os animais

nao tivessem apresentado resposta imunoldgica de forma a resolver por si a infecg¢ao.

A adequagao metodoldgica para o modelo murino na investigacdo de Albach
(2020) mostrou que o modelo de rato Wistar que utilizou DIO previamente
contaminado com C. albicans por 4 dias sob antibioticoterapia com tetraciclina
permitiu visualizar achados clinicos compativeis com a doencga, aumento enzimatico
das células inflamatérias como neutrofilos e macréfagos, além de alteragdes
histopatologicas também condizentes com o quadro de estomatite protética (ALBACH,
2020). Ainda, o estudo revelou que os sinais da infecgdo reduzem significativamente
a partir do quarto dia da remoc¢ao dos DIOs, mantendo-se por até 6 dias, quando as
caracteristicas inflamatorias regridem drasticamente. Apesar da permanéncia
evidente dos sinais clinicos, histopatoldgicos e enzimaticos de inflamagao por 4 dias
no tecido palatal dos animais testados por Albach (2020), observou-se manutengao
da recuperacao fungica apds 2 dias da indugédo da estomatite protética, mas reducéo
da contagem nos valores de UFC/mL apds 4 dias. Frente a esses resultados, foram
selecionados para o presente estudo os periodos de 4 dias para a indug¢ao da infecgao
na mucosa de suporte sob os DIOs e de 2 dias para a aplicagao do tratamento. Assim,
foi possivel testar as terapias propostas, em acordo com o pico da doenga no modelo
animal, evitando resultados falso-positivos da resposta tecidual, que é o objetivo deste
estudo. Segundo Samaranayake e Samaranayake (2001), normalmente os ratos s&o
animais de escolha para a indugdo de candidose bucal, porém devem ser utilizados
para estudos a curto prazo, corroborando com a adequagao metodoldgica necessaria

a este estudo.

A triagem prévia dos animais foi uma importante fase para o desenvolvimento
deste estudo a fim de selecionar aqueles C. albicans-negativos, uma vez que os ratos
podem apresentar essa espécie na cavidade oral, mesmo ndo sendo um
microrganismo comensal de sua cavidade bucal (SAMARANAYAKE;
SAMARANAYAKE, 2001). Essa etapa coloca a metodologia em vantagem, pois leva
o primeiro contato do animal com o fungo ocorrer durante o experimento, diminuindo
a contribuicdo da resposta imune inata do hospedeiro no processo de reparo da
doenca. O unico estudo disponivel na literatura a incluir tal condigdo na triagem dos
animais foi o desenvolvido por Tobouti et al. (2016). Tais autores utilizaram o meio
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cromogénico para identificagdo presuntiva de espécies de Candida (CHROMagar

Candida), técnica também adotada na presente investigagao.

Além da triagem dos animais, também foram tomados os devidos cuidados com
a esterilizagdo prévia dos DIOs em micro-ondas (MORAES, 2018; ALBACH, 2020).
Tanto no presente trabalho, quanto no de Albach (2020), todos os animais triados
eram C. albicans-negativos. Porém, no estudo prévio de Moraes (2018), foi
identificada a presenga de C. albicans na cavidade oral em 18,75% da amostra inicial

de animais, os quais foram substituidos.

Os cuidados referentes ao bem-estar dos animais durante o experimento foram
reproduzidos do estudo de Hotta et al. (2017), no qual a proposta foi padronizar a
confecgdo e uso dos DIOs em ratos, com o intuito de simular proteses totais e
possibilitar estudos in vivo relacionados a estomatite protética. Portanto, todos os 37
animais selecionados para essa pesquisa receberam a dieta pastosa e foram
submetidos a técnicas de moldagem padronizadas para confec¢éo dos DIOs (HOTTA
et al., 2017). Em relagdo ao consumo diario da tetraciclina na agua de beber, n&o
houve diferenga entre os grupos, o que assegura o auxilio na indugdo da estomatite
protética semelhante em todos os animais testados (Figura 12).

Os animais foram monitorados para assegurar a saude durante todo o
experimento. Foi observado que os ratos se mantiveram saudaveis, sem perda de
peso (Figura 14), escurecimento dos pelos ou prostracdo. Apenas trés animais foram
excluidos da pesquisa por morte durante o complemento anestésico. Tal
procedimento foi necessario, pois a auséncia dessa etapa poderia levar a degluticao
de Candida pelos animais durante a inoculagdo da mucosa palatina, prejudicando a
colonizagao e infecgao tecidual local (COSTA et al., 2013). Nesse sentido, o efeito
prolongado do anestésico pela injegado intraperitoneal de maleato de acepromazina
1% tem sua importancia metodologica. Por outro lado, 22 animais foram excluidos do
experimento por perda do DIO, seja durante a indugao da estomatite protética ou na
fase de tratamento. Nesta pesquisa, foram utilizados animais com 3 meses de idade,
conforme os estudos prévios (HOTTA et al., 2017; MORAES, 2018; HOTTA et al.,
2019; ALBACH, 2020). No entanto, o estudo atual propés ndo somente a indugao da
doencga, como Moraes (2018) e Albach (2020), ou apenas resposta histopatolédgica
frente ao tratamento, como Hotta e colaboradores (2019), mas sim ambos, em uma
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sequéncia experimental. Assim, durante a analise das imagens histopatologicas, foi
possivel observar frequente fratura éssea na regido de sutura palatina. Tal achado,
apesar de nao ter comprometido a avaliacido da doencga no tecido epitelial dos animais,
pode sugerir que o crescimento do palato dos animais foi impedido pela utilizagao dos
DIOs, resultando em fraturas 6sseas e consequente perda precoce dos dispositivos.
Portanto, € possivel recomendar em estudos futuros relacionados a utilizacdo de
animais que ja tenham cessado a fase de crescimento (BARCLAY; MACDONALD;
WATSON, 1997).

Apesar da homogeneidade e semelhancga verificadas em uma dada amostra de
ratos de mesmo sexo e idade, existem variagbes bem caracterizadas que podem
resultar em anormalidades imunoldgicas e genéticas. Esses fatores podem refletir em
sindromes de imunodeficiéncia anatdmicas ou adquiridas nos modelos murinos
(SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 2001). Van Wyk, Basson e Gibson (1987)
propuseram que diferencas genéticas dos ratos dentro de um estudo podem contribuir
para resultados variados em relagao as lesdes bucais. Para minimizar esses efeitos,
ha grande importdncia em utilizar animais consanguineos geneticamente
homogéneos a fim de reproduzir lesées semelhantes. No presente estudo, 3 ninhadas
de ratos diferentes foram utilizadas, pois a metodologia laboriosa levou a necessidade
de trabalhar com grupos menores de animais. Portanto, € esperado que haja variagéo
na resposta inflamatéria entre os ratos avaliados, ainda que pertencentes a um

mesmo grupo de estudo, como foi observado nesta investigacao.

Por outro lado, a maioria dos dados da correlagao entre as variaveis “escore” e
mensuragdes da planimetria computadorizada mostraram forte relagao linear. Assim,
foi possivel observar que, quanto maior o grau de inflamagdo e maior o escore
atribuido, maiores foram as medidas para a camada do compartimento celular epitelial
e menores foram aquelas referentes a camada queratinizada. Isso resultou também
em forte correlagdo dos escores entre as camadas constituintes do epitélio (Figura
16). Assim, o tratamento da estomatite protética tem a tendéncia a uma recuperagao
tecidual, diminuindo o compartimento celular e suas atividades inflamatorias que
levam ao aumento do epitélio, bem como a reestabilizagdo da camada queratinizada

perdida durante o processo da doenca.
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A estomatite protética induzida em ratos tem mostrado que se desenvolve de
forma semelhante aquela observada em humanos, tanto nos parametros
microscoépicos, quanto histolégicos (OLSEN; BONDEVIK, 1978, SAMARANAYAKE;
SAMARANAYAKE, 2001, SUGIO et al., 2020). Nos humanos, a lesdo de estomatite
protética pode variar em graus de inflamacdo, a depender de uma série de fatores,
entre eles, o proprio hospedeiro. Um recente estudo clinico apresentou como
diagndstico em sua amostra clinica 50% de estomatite protética do Tipo | de Newton,
33% do Tipo Il e 17% do Tipo Ill (GAUCH et al., 2018). No presente estudo, todos os
animais pertencentes ao Grupo EP desenvolveram evidentes sinais de inflamag&o nos
aspectos histopatoldgicos e clinicos representativos. No entanto, de forma semelhante
aos humanos, também foi observada variagao de graus de inflamag¢ao nos animais do
mesmo grupo. Esses achados ja foram descritos em estudos anteriores, sendo
encontradas variagdes da infecgdo no modelo animal, mesmo dentro do proprio
modelo, o que se justifica pelas diferengas de incidéncia da contaminag¢ao no tecido,
bem como aos atributos virulentos relacionados a C. albicans (ALLEN; BECK, 1983;
SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 2001).

As imagens histopatolégicas aliadas aos achados das clinicas ilustrativas
evidenciaram que somente o uso de um DIO n&o foi suficiente para mostrar alteracdes
no palato dos animais. Os resultados do grupo De nao se diferenciaram do grupo Cn
em nenhum parametro avaliado, o que sugere a necessidade de contaminagao prévia
dos tecidos do palato e do DIO por C. albicans. Clinicamente, esses dados reforcam
a importancia dos habitos de higiene e desinfecgao das préteses (NEPPELENBROEK
et al., 2008; PROCOPIO et al., 2018; RAMAGE et al., 2019) como meio de prevengao
da infecgdo. Em relagdo ao grupo EP, foi possivel visualizar em algumas regides
destruicdo total da camada queratinizada, com prolongamentos e projecbes da
camada basal do epitélio (Figuras 15E e 15F). As caracteristicas histopatologicas
encontradas neste estudo estao relacionadas a forma atréfica da infecgao, observada
nos Tipos | e Il de Newton da estomatite protética associada a Candida spp.
(MORIMOTO; KIHARA; SUETSUGU, 1987), onde ndo ha a hiperplasia do tecido
geralmente observada nos processos inflamatorios (KIRALY et al., 2015; JALBERT;
PIETRAS, 2018), como ocorre no Tipo lll.

No Grupo Soft, foi observada a persisténcia dos sinais histopatologicos de

inflamagdo, bem como dos aspectos clinicos observados nas fotografias
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complementares desse estudo. A planimetria computadorizada mostrou que o epitélio
dos animais que tiveram seus DIOs reembasados apenas com Softone, sem a
incorporagdo de farmacos, apresentaram suas estruturas com medidas mais
semelhantes aos animais do Grupo EP, ou seja, n&do tratados. Tais resultados
sugerem que, apesar da importancia da barreira fisica entre a protese contaminada e
a mucosa de suporte acometida pela estomatite protética (DAVENPORT, 1972;
OHSHIMA et al., 2018), o material macio por si ndo foi suficiente para recuperar os
tecidos infectados durante o tratamento. Nesse sentido, € possivel pressupor que
reembasamento das préteses com materiais macios como unica terapia para a
doenca nao é resolutivo para a infec¢ao, podendo ser recomendado como método de
tratamento adjunto por impedir a reinfecgdo via protese (DAVENPORT, 1972; MARIN
ZULUAGA et al., 2011; OHSHIMA et al., 2018).

Tem sido relatado que a infeccdo por Candida spp. € capaz de diminuir
drasticamente a capacidade da atividade metabdlica das células epiteliais da mucosa
oral (HAVERMAN et al., 2020), com consequente reducéo da defesa do epitélio contra
a invasao fungica (CASAROTO et al., 2019). Apesar desses mecanismos da atuagéo
fungica no tecido epitelial ndo serem conhecidos, os estudos indicam que a presenga
de formas fungicas patogénicas (pseudohifas e hifas) atrasa o reparo tecidual frente
ao estimulo inflamatério. Jin et al. (2008) observaram que a infecgao por C. albicans
prejudica a cicatrizagao e recuperagao tecidual em casos de ulceras duodenais, o que
foi atribuido a menor capacidade proliferativa das células epiteliais nos grupos
contaminados em relacdo aquele nao contaminado. Tais dados reforcam a
necessidade da terapia antifungica no tratamento da estomatite protética, além das
orientagcdes de uso e higiene das proteses. Nesse contexto, as formas de terapia
propostas no presente estudo se tornam promissoras (IQBAL et al., 2016), uma vez
que o material reembasador macio favorece a recuperagao do tecido injuriado, atua
como uma barreira fisica entre a base protética contaminada e o palato
(DAVENPORT, 1972; OHSHIMA et al., 2018) e, ao mesmo tempo, possibilita a
liberagdo gradual do farmaco antifungico (RIBEIRO et al., 2010; TONGLAIROUM et
al., 2014; MURA et al., 2015; TONGLAIROUM et al., 2016; VELOSO et al., 2018;
ALEXANDRINO et al., 2019; TRAJANO et al., 2020) no local infectado por Candida

spp.
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Em relac&o a terapia antifungica convencional, a incorporacéo de farmacos nos
materiais macios temporarios apresentam algumas vantagens, entre as quais
(SCHNEID, 1992; TRUHLAR; SHAY; SOHNLE, 1994; MATSUURA et al., 1997;
BUENO et al., 2015): 1) o medicamento € liberado no local da infeccdo de forma
gradual, podendo se manter em dose terapéutica satisfatoria ao longo do tratamento;
2) a liberacdo lenta e continua, em dose ajustada para o sistema de liberagdo do
farmaco através do material reembasador, representa potencial redugao dos efeitos
hepatotdxicos e nefrotoxicos, que podem levar a sintomas secundarios indesejados
(MATSUURA et al.,, 1997); 3) ha uma redugédo da participacdo do paciente, que
apenas devera utilizar a protese reembasada, eliminando a desvantagem da
posologia rigorosa da terapia antifungica convencional (SCHNEID, 1992; TRUHLAR,;
SHAY; SOHNLE, 1994); 4) o reembasamento permite a readaptagdo da prétese a
mucosa de suporte, promovendo o conforto ao paciente durante a vida util desses
materiais (MARIN ZULUAGA; GOMEZ VELANDIA; RUEDA CLAUIJO, 2011), que é
correspondente ao periodo de tratamento da doenga com antifungico topico (14 dias)
(SCHNEID, 1992; TRUHLAR; SHAY; SOHNLE, 1994); 4) a adicdo do farmaco nos
materiais macios de curta duragéo ainda favorece a recuperagao da mucosa injuriada
pelo prevencdo do acumulo de biofilme, a qual é associada ao efeito de
condicionamento tecidual até que a prétese seja substituida ou reembasada com
materiais de longo prazo (SCHNEID, 1992).

Os grupos experimentais testados neste estudo tiveram como objetivo propor
um tratamento efetivo que fosse biocompativel aos tecidos bucais, utilizando a menor
dose de farmaco possivel, a fim de evitar toxicidade e contribuir na prevengao de
recidiva. As formas de tratamento abordadas neste estudo ndo alteraram a estrutura
epitelial dos animais, atuaram contra a infecg&o fungica e favoreceram a recuperagéo
tecidual. Os resultados apresentados por todos os tratamentos propostos que
utilizaram a incorporagao de farmacos sugeriam sua efetividade para o modelo animal
testado, independentemente do grau de inflamagao apresentado frente a indugao da
doenca. Com isso, é possivel pressupor que tais protocolos podem ser considerados
como promissores para os diferentes graus de inflamagéo por estomatite protética do
tipo atrofica, desde pontos eritematosos (Tipo |) até eritema difuso (Tipo II). Como
mencionado anteriormente, o modelo da doenga desenvolvido por Albach (2020) e
utilizado neste estudo foi caracterizado com a apresentagao atrofica da estomatite
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protética, ndo sendo observada hiperplasia papilar do palato, caracteristica do Tipo Ill

de Newton.

E importante ressaltar que a grande vantagem do uso de um complexo de
inclusdo, como as ciclodextrinas, no sistema de liberagdo gradual do farmaco, é a
diminui¢cdo da dose administrada em comparacido ao uso do farmaco em sua forma
pura (VELOSO et al., 2018). Isso é possivel porque a complexagdo possibilita o
aumento da solubilidade dos farmacos, em uma liberagdo mais controlada,
melhorando sua biodisponibilidade e performance clinica. Neste estudo, embora
tenham sido observados achados histopatolégicos similares entre os grupos de
tratamento que utilizaram a incorporagdo de antifungico no condicionador tecidual,
foram utilizadas concentragcdes de farmacos muito inferiores nas formulagdes
complexadas em relagdo aquelas puras (LACHOWICZ; STANCZAK;
KOLODZIEJCZYK, 2020). Essa redugdo é promovida pela maior solubilidade do
farmaco e a consequente otimizagao da atividade antifungica, o que pode clinicamente

representar menor risco de toxicidade e menores efeitos adversos.

Apesar dos resultados satisfatérios em relagdo a atividade antifungica do
farmaco complexado, o estudo clinico de Cross et al. (2000a) observou efeitos
gastrointestinais indesejaveis, como diarreia e colicas estomacais em pacientes
diagnosticados com estomatite protética e tratados com itraconazol associado a
ciclodextrina na formulagao liquida por via oral. Entretanto, tais resultados devem ser
analisados com cautela, pois os autores utilizaram a mesma dose do itraconazol ndo
complexado na formulacdo complexada (CROSS et al.,, 2000a). A investigagao de
Veloso et al. (2018) demostrou que a CIM do antifungico complexado em uma
formulacédo lipossébmica foi 2,5 x menor comparada a férmula pura, o que
proporcionou, além de uma atividade sistémica antifungica favoravel em
camundongos, também menor acumulo do medicamento nos rins e no figado dos
animais, indicando menor toxicidade sistémica. Como mencionado previamente, no
presente estudo, também foi utilizada menor dose do farmaco complexado para atingir
a mesma efetividade antifungica da forma pura (MORIKAVA, 2020). Para a Nis, a
quantidade foi 50% menor e, para a Clx, apenas 7,5% da concentracdo foi utilizada,

comparada a formulagdo ndo complexada.
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Sao poucos estudos disponiveis na literatura que avaliaram o uso de farmacos
complexados as ciclodextrinas na prevencao ou tratamento da candidose oral
(CARTLEDGE et al., 1994; CARTLEDGE et al., 1997; CROSS et al., 2000a; CROSS
et al., 2000b; RIBEITO et al., 2010; TONGLAIROUM et al., 2014; MURA et al., 2015;
TONGLAIROUM et al., 2016; VELOSO et al., 2018). Foi demonstrado que o
antifungico complexado é liberado de maneira muito rapida e constante, sendo capaz
de inibir o crescimento fungico de forma eficaz (RIBEITO et al., 2010; TONGLAIROUM
et al., 2014; MURA et al., 2015; TONGLAIROUM et al., 2016; VELOSO et al., 2018)
Com base na premissa que a presenga de formas patogénicas de fungos atrasa o
reparo tecidual (JIN et al., 2008), & possivel, no presente estudo, que tenha ocorrido
essa acao efetiva dos farmacos complexados nos grupos que o incorporaram nessa
forma ao condicionador tecidual. Isso porque foi observada uma recuperagao tecidual
nos aspectos histopatologicos do palato dos animais, que se tornou compativel com

a mucosa sadia.

A avaliacdo em modelo animal do uso de farmacos complexados com a dose
ajustada a sua CIM no tratamento de estomatite protética sdo caracteristicas
inovadoras da presente investigagdo. Os achados foram promissores, no entanto ha
falta de estudos padronizados que utilizem antifungicos complexados para a
prevencao e o tratamento da estomatite protética em modelos murinos para afirmar
sua efetividade e biocompatibilidade em nivel local e sistémico. Portanto, apurar a
correlagao clinica ainda é precipitado. S&o necessarias avaliacbes mais especificas
em nivel celular e molecular para atestar a biocompatibilidade tecidual local, bem
como analises em nivel sistémico dos animais com a doenca tratados nesta proposta

de farmacos complexados.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados do presente estudo e considerando as limitagdes de um

modelo animal, foi possivel concluir que:

a) A inducdo de estomatite protética levou a alteragdes histopatoldgicas

compativeis com sinais de inflamagdo da doenga e permitiu avaliar as

alternativas terapéuticas subsequentes;

O tratamento com o material reembasador macio apenas néo levou a
recuperacdo total do tecido, havendo persisténcia de quadro
histopatologico compativel com estomatite protética;

O tratamento com o material reembasador macio modificado com
incorporagdo das concentragdes inibitorias minimas de nistatina e
clorexidina em suas formas puras ou complexadas com B-ciclodextrina
levou a recuperagao histopatoldgica tecidual da maioria dos animais com
estomatite protética; no entanto, concentragées muito inferiores de
antifungicos complexados foram necessarias para se obter o mesmo grau

de resposta tecidual em relacdo aos farmacos puros.
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Anexo a

UE /"5 , ,
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAD
COMISSAO DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVACAO

Processo CEUA — 048/2016
Frotocolo WEPG — 15589/2016

Titulo - “Avaliacde toxicoldgica em modelo animal de dispositivo palatal
acrilico reembasade com condicionador de tecido modificado por
antifiingicos".

Interessado; Gustavo Simao Moraes (mestrando) e Professora Vanessa Migliorini Urban

PPG em Odontologia (vanurban@yahoo.com)

Data de Entrada = 12/09/2016
Resultado: Aprovado
Data/Prazo — 17/11/2016 a 17/11/2018
Consideragdes
Prezados Gustavo Simao Moraes e Vanessa Migliorini Urban:
Em relacdo 4 utilizaciio de animais no protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade, a
CEUA deliberou pela sua aprovacdo, por dois anos, a utiizagdo de cem ratos Wistar,
heterogénicos machos de 60 a 90 dias com peso 250-300 g.
Ponta Grossa, 17 de novembro de 2016

Atenciosamentea,

Profa, Dra. Dionizia Xavier Scomparin
COORDENADORA
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I (LY
UE /"
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVACAO

Processo/ Process CEUA - 038/2018
Protocolo UEPG — 12828/2018

Titulo — .Projeto de pesquisa “Solicita 85 ratus norvegicus albinus para desenvolvimento do
projeto de pesquisa “Modelo de indugdo de estomatite protética em ratos sob
antibioticoterapia associada ou ndo a imunossupressao” (Mestrado da discente Thais
albach). Decisdo: autorizada a utilizagdo de 85 (oitenta e cinco) rattus norvegicus albinus)

Interessado: Vanessa Migliorini Urban (PPG OdontologialUEPG)

e-mail: vanurban@yahoo.com
Data de Entrada - 20/08/2018
Resultado: Aprovado

Prezada Professora Dra. Vanessa Migliorini Urban e Mestranda Thais Albach:

Consideragbes

A comissao de Etica no Uso de animais da Universidade Estadual de Ponta Grossa (CEUA-
UEPG) certifica que os procedimentos utilizando animais no projeto de pesquisa acima
especificado estdo de acordo com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagao de
Animais para fins Cientificos e Didaticos (DBCA), estabelecidas pelo Conselho Nacional para
fins de Experimentacdc Animal (CONCEA) e com as normas internacionais para a
experimentagao animal. Dessa forma, fica autorizada a utilizagado de 85 rattus norvegicus
albinus para a execucao desse projeto.

Ponta Grossa, 26 de outubro de 2018

Dva. Do : n.é AV SGI'HP""“
Profa. Dr&*PRERMA Xavier Scomparin
Coordenadora da Comisséo de Etica no Uso de Animais CEUA-UEPG

Av. Gen Canos Cavakcant, n* 4748 CEP 84 030-900 Campus Universitano em Uvaranas
Panta Grossa - Parana
Bloco ¢a Reflona - anexp 3 PROPESP
Fone. (042) 3220-3264
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