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RESUMO

Fifolato, Marco Aurélio. Relagdo da prevaléncia, carga microbiana de espécies de
Candida e grau de estomatite relacionada a protese com risco cardiaco. 2024. 39p.
Trabalho de Conclusédo de Curso — Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade
de Séo Paulo, Ribeiréo Preto, 2024.

Proteses dentarias totais removiveis sdo comumente empregadas para reabilitacdo de
individuos desdentados totais. Entretanto, a superficie da resina acrilica utilizada na
confeccdo pode favorecer a formacdo de biofilme associado as espécies de Candida e
desencadear inflamacdes locais, sendo a mais prevalente a estomatite relacionada a protese
(ERP). A literatura indica que o edentulismo e a presenca de inflamacdo estdo relacionados
com doencas sistémicas, em especial alteracdes cardiacas. Objetivo: Assim, o objetivo do
estudo foi identificar, avaliar a prevaléncia e quantificar a carga microbiana de espécies de
Candida em individuos desdentados totais sem e com ERP e, ainda, avaliar o risco cardiaco
de individuos com e sem ERP. A histéria médica e odontolédgica e dados sociodemogréaficos
foram coletados. Para as analises microbiologicas, biofilme da prétese total superior e do
palato foi coletado, semeado em meio de cultura especifico ChromAgar-Candida para
identificacdo, prevaléncia e quantificagdo por meio da contagem de unidades formadoras de
coldnias (UFC). A confirmacdo da identificacdo presuntiva foi obtida por meio do ensaio de
Reacdo de Cadeia Polimerase (PCR). O risco cardiovascular foi avaliado por meio da
variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC). As caracteristicas qualitativas sociodemograficas
dos participantes dos grupos com escores 0, 1 e 2 foram apresentadas em tabela. A
concordancia entre a identificagédo presuntiva (CHM) e o PCR foi aferida pelo Teste de
Kappa. A avaliacdo da prevaléncia (n individuos) das espécies de Candida por sitio e escore
de ERP foi apresentado em figura. A comparacdo da carga microbiana em funcéo do grau de
inflamacdo (escores 0, 1 e 2) e sitio (protese e palato) foi realizada para cada espécie de
Candida pelo teste de Modelo linerar generalizado com pds teste de Wald. A andlise da
suscetibilidade antifingica das amostras de Candida spp. isoladas nos grupos com escores 0,
1 e 2 foi realizada por meio do Teste de Qui-quadrado de Pearson. A variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC) foi analisada pelo ANOVA One-way e p0s teste de Tukey com
ajuste de Bonferroni, teste de Kruskal-Wallis e pos teste de Dunn. Foi adotado nivel de
significancia de 5%. Os resultados indicaram que C. albicans é a espécie mais
frequentemente encontrada no biofilme da prétese e no palato, tanto de individuos com ERP
como de individuos saudaveis. O método cromogénico na identificacdo de Candida spp. é
eficaz/util. A indicacdo de nistatina para o tratamento da ERP parece ser eficaz uma vez que
todas as cepas foram sensiveis a este antifingico. Os individuos sem ERP apresentam um
menor risco cardiovascular se comparado com os individuos com a inflamacéo.

Palavras-chave: 1) Protese total; 2) Candida spp.; 3) ERP; 4) Suscetibilidade; 5)
Antifangicos; 6) Risco cardiovascular.



ABSTRACT

Fifolato, Marco Aurélio. Relationship of prevalence, microbial load of Candida species
and degree of prothesis-related stomatitis with cardiac risk. 2024. 39p. Trabalho de
Conclusédo de Curso — Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Séo
Paulo, Ribeirdo Preto, 2024.

Removable complete dentures are commonly used for the rehabilitation of fully edentulous
individuals. However, the surface of the acrylic resin used in their fabrication may promote
the formation of biofilm associated with Candida species and trigger local inflammations,
with the most prevalent being denture stomatitis (DS). The literature indicates that edentulism
and the presence of inflammation are related to systemic diseases, especially cardiac
alterations. Objective: Thus, the aim of the study was to identify, assess the prevalence, and
quantify the microbial load of Candida species in complete edentulous individuals with and
without DS, and to evaluate the cardiac risk of individuals with and without DS. Medical and
dental history and sociodemographic data were collected. For microbiological analyses,
biofilm from the upper complete denture and palate was collected, seeded on specific
CHROMAgar-Candida culture medium for identification, prevalence, and quantification
through colony-forming unit (CFU) counting. Confirmation of presumptive identification was
obtained through the Polymerase Chain Reaction (PCR) assay. Cardiovascular risk was
assessed through heart rate variability (HRV). The sociodemographic qualitative
characteristics of participants in the groups with scores 0, 1, and 2 were presented in a table.
Concordance between presumptive identification (CHM) and PCR was assessed by the Kappa
test. The prevalence assessment (number of individuals) of Candida species by site and DS
score was presented in a figure. Comparison of microbial load according to the degree of
inflammation (scores 0, 1, and 2) and site (denture and palate) was performed for each
Candida species using the Generalized Linear Model test with Wald post hoc test. Antifungal
susceptibility analysis of Candida spp. samples isolated in groups with scores 0, 1, and 2 was
performed using Pearson's Chi-square test. Heart rate variability (HRV) was analyzed using
One-way ANOVA and Tukey's post hoc test with Bonferroni adjustment, Kruskal-Wallis test,
and Dunn's post hoc test. A significance level of 5% was adopted. The results indicated that
C. albicans is the most frequently found species in denture biofilm and palate, in both
individuals with DS and healthy individuals. The chromogenic method for Candida spp.
identification is effective/useful. Nystatin appears to be an effective treatment for DS as all
strains were sensitive to this antifungal. Individuals without DS present a lower
cardiovascular risk compared to individuals with inflammation.

Keywords: 1) Complete denture; 2) Candida spp.; 3) PCR; 4) Susceptibility; 5) Antifungals
6) Cardiovascular risk.
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1. INTRODUCAO

Apesar dos avancos da odontologia preventiva, o edentulismo continua sendo um
problema de salde publica, sendo prevalente entre adultos de 65 anos ou mais em diversos
paises (Emami et al., 2013; Petersen et al., 2005et al.). No Brasil, 11% da populagdo
apresenta mais de 60 anos, sendo que 38,3% necessitam de protese total convencional em
uma arcada ou em ambas (Ministério da Saude, 2011; Ministério do Planejamento,
Orcamento e Gestdo, Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2014).

As proéteses dentarias removiveis em resina acrilica ainda sdo comumente empregadas
para o restabelecimento da estética e funcdo de edéntulos totais (Regis et al., 2013). No
entanto, a resina acrilica, pelas suas caracteristicas, favorece a formacédo de biofilme, o qual é
caracterizado pela presenca de diferentes espécies de fungos e bactérias envoltos em uma
matriz de glicoproteinas salivares, imunoglobulinas, células epiteliais descamadas e detritos
orais (Shay, 2000). Em individuos saudaveis os microrganismos se relacionam de forma
comensal, porém, frente a alteracdes imunoldgicas e/ou ambientais do hospedeiro pode
ocorrer o desenvolvimento de infecgdes locais como a estomatite relacionada a protese (ERP)
(Hannah et al., 2017; Scannapieco, Cantos, 2016).

A ERP é uma inflamacdo cronica associada ao uso de préteses mal adaptadas, uso
continuo de protese, hipossalivacdo, méa higiene e principalmente, a grande carga microbiana
de Candida spp. (Araujo et al., 2021; Badaro et al., 2017; Badaro, et al., 2020; Kabawat et
al., 2014; Kossioni, 2011; Kulak-Ozkan et al., 2002; Mousa et al., 2020). Quando descartada
a causa da estomatite por trauma e desadaptacao da prétese sobre os tecidos de assentamento,
o tratamento pode incluir métodos conservadores com a instituicdo de protocolos de higiene
(Ribeiro et al., 2019; Badar0 et al., 2020; Araujo et al., 2021) e/ou a prescricdo de
antifungicos (Maciag J et al., 2017; Osmenda G et al., 2017). Com relag&o aos protocolos de
higiene, eles precisam ser efetivos, porém, para que proporcionem os resultados esperados, é
de extrema importancia a adesdo do paciente ao mesmo, empregando o protocolo indicado de
forma correta e rotineira, condicdo que nem sempre acontece (Sharma et al., 2020). A
prescricdo de antifungicos tem como objetivo o tratamento imediato da inflamacéo e deve
seguir a posologia e tempo indicados. A indicacdo de antifungico para o tratamento das
infeccdes por Candida spp. deve ser realizada com base em sua quimica, a¢do antifungica e
gravidade. Entre os polienos, que interagem com ergosterol nas membranas flngicas
alterando sua permeabilidade, a anfotericina B é muito utilizada em casos de infec¢Ges mais

graves. Entre os triazois, que inibem a biossintese do ergosterol fungico, fluconazol,



itraconazol e cetoconazol sdo usados para tratar varios tipos de fungos. Caspofungina,
anidulofungina e micafungina representam os antifingicos de equinocandina, inibidores
especificos de polimeros de -glucano nas paredes celulares dos fungos. Flucitosina inibe a
sintese de DNA e RNA em leveduras patogénicas (Candida e Cryptococcus spp.) e seu uso
ocorre em combinagdo com polienos ou triazéis (Sanglard; Odds, 2002).

A literatura aponta que a recidiva da doenca € comum ap0s a suspensao do tratamento,
gerando a necessidade de repeticdes que podem levar a resisténcia fangica (Figueiral et al.,
2015). Espécies de Candida ndo albicans como C. tropicalis e C. glabrata, frequentemente
sdo encontradas em isolados clinicos da cavidade bucal e sdo relacionadas a uma maior
gravidade da doenca, principalmente em individuos imunossuprimidos ou
imunocomprometidos com potencial de viruléncia, a partir do desenvolvimento de resisténcia
aos antifungicos (Demitto et al., 2012), tornando o tratamento dificil, com a necessidade de
trocas de medicamentos.

Ainda, fatores de viruléncia como aderéncia, formacdo de biofilmes e secrecdo de
enzimas hidroliticas favorecem a permanéncia dos fungos no tecido do hospedeiro e contribui
para a resisténcia aos antifungicos (Silva et al., 2012). No entanto, ainda néo esta elucidado se
essa resisténcia aos antifingicos estd correlacionada com o perfil dos pacientes que
apresentam o quadro de estomatite relacionada a protese ou se essa resisténcia também pode
ser encontrada em pacientes saudaveis em relacao a presenca dessa inflamacéo. O fato é que,
a baixa suscetibilidade das espécies de Candida aos antifingicos comumente administrados
pode desencadear sub-tratamentos e expor o individuo a complicacdes sistémicas (Smith et
al., 2003; Sumi et al., 2002; Sumi et al., 2003;).

Segundo a literatura ha uma relacdo entre ERP, biofilme e doencas sistémicas, uma vez
que a presenca do biofilme pode causar o agravamento de pneumonia aspirativa, aumentar o
risco para doencas cardiovasculares, e até infec¢bes gastrointestinais (Hannah et al., 2017;
Osmenda et al., 2017; Ribeiro et al., 2022). Segundo Osmenda et al. (2017). A
inflamacdo/infeccdo local na cavidade bucal (ERP) pode causar a producdo de interleucina
(IL)-6, proteina C-reativa (PCR), fator de necrose tumoral a (TNFa), ¢ outras citocinas pro-
inflamatorias, desencadeando inflamacdo sistémica. Offenbacher et al. (2012) sugeriram que
patdgenos bucais invasivos desencadeiam uma resposta inflamatéria sistémica, via
mediadores liberados pelo sistema cardiovascular e pelo figado, aumentando o fator de risco
dos pacientes. Embora alguns estudos tenham correlacionado a ERP e alteragGes
cardiovasculares, essa abordagem € muito recente (Maciag et al., 2017; Osmenda et al., 2017;

Ribeiro et al., 2022), e demanda maior evidéncia cientifica.



Em que pese o tratamento de escolha para estomatite relacionada a prétese ser baseado
no controle e manutencdo das préteses totais, conhecer a suscetibilidade das espécies de
Candida spp. isoladas da cavidade bucal de pacientes com ERP é necessario para 0S casos em
que as medidas conservadoras isoladas ndo atingem as expectativas, havendo a necessidade
de prescricdo de antifingicos. Ainda, € sabido que individuos com mais de 60 anos
apresentam risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Como esta populacéo é
comumente usuaria de préteses, é importante a realizacdo de estudos clinicos que avaliem se
a presenca de diferentes espécies de Candida spp. e a carga microbiana associada a ERP, bem
como o risco de doencas cardiovasculares, uma vez que poucos pesquisadores investigaram

estas relagdes (Osmenda et al., 2017).
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2. PROPOSICAO.

O objetivo do estudo foi identificar, avaliar a prevaléncia e quantificar a carga microbiana
de espécies de Candida em individuos desdentados totais sem e com ERP e, ainda, avaliar o
risco cardiaco de individuos com e sem ERP.
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3. MATERIAIS E METODOS.

3.1  Selecéo dos individuos:

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Humanos da FORP —
USP (CAAE 93712418.1.0000.5419). Os participantes foram avaliados por meio de
anamnese e exame clinico para verificacdo do estado geral de saude e condi¢cdo da cavidade
bucal. Os pacientes foram informados sobre a pesquisa, e, 0s que demonstraram interesse em
participar, foram avaliados segundo os critérios de elegibilidade, atendendo aos critérios de
inclusdo e exclusdo. Os individuos que preencheram os critérios de elegibilidade receberam o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para ciéncia e assinatura.

Critérios de inclusdo:

Os participantes incluidos foram individuos de ambos 0s sexos, com bom estado geral
de salde, desdentados totais maxilar e mandibular, usuarios de proteses totais em ambos os
arcos, ou apenas da proétese total superior em bom estado para o uso, confeccionadas em

resina acrilica termicamente polimerizada, e dentes de acrilico h4 pelo menos 12 meses.

Critérios de excluséo:

Os individuos com doencgas cronicas ndo controladas como Hipertensdo Arterial
Cronica, Insuficiéncia Cardiaca, Diabete mellitus, Infarto prévio do miocardio, e Doenca de
Parkinson foram excluidos. Ainda, foram excluidos individuos com préteses mal adaptadas,
reparos, ou fraturas; individuos imunossuprimidos e/ou em tratamento com quimioterapia
e/ou radioterapia, com uso de antibidticos, anti-inflamatérios, ou agentes antifingicos nas
Gltimas quatro semanas que antecederam o estudo; individuos com lesées na mucosa oral, tais
como hiperplasia fibrosa induzida por dentadura, papilomas, ou ulceragdes traumaticas
associadas as bases de protese, e com substituicdo das proteses em uso durante o periodo
experimental. Também foram excluidos os individuos que ndo apresentaram crescimento de

Candida spp..

3.1.1 Identificacdo e classificacdo da estomatite relacionada a proétese:

Os pacientes foram inicialmente examinados por dois pesquisadores calibrados (A.B.R.,
L.M.C.) e clinicamente diagnosticados como saudaveis ou com estomatite relacionada a
protese. Uma vez detectada a presenca ou auséncia da estomatite, foram obtidas fotografias

padronizadas do palato (A.B.R.) com Camera digital Canon EQOS, Objetiva Canon (EF Macro



13

100 mm/2:8) e Flash Circular Canon (ML3), com o foco centralizado na regido da rafe
mediana. As imagens foram transferidas para o computador, e dois pesquisadores cegos
(C.H.S-L; H.F.O.P.), previamente calibrados, atribuiram escores, segundo a classificagdo de
Newton modificada (Kabawat et al., 2014), confirmando assim, o grau de estomatite. O
mesmo procedimento foi realizado com os participantes com mucosa saudavel, para
confirmar a auséncia de inflamacao.

Cabe-nos esclarecer que o projeto proposto inicialmente sofreu alteragcdes visando
apresentar uma analise comparativa entre individuos distribuidos em 3 grupos, sendo um
grupo sem estomatite escore O (controle), um grupo com ERP escore 1 (grau leve e
intermediario, incluindo pacientes classificados como grau 1A e IB de Newton modificado) e
um grupo com ERP escore 2 (graus moderados e grave, incluindo pacientes classificados
como grau Il e Il de Newton modificado). Para a equidade de casos com diferentes
gravidades da inflamacdo nos grupos e maior poder de comparagéo entre elas, propde-se uma

categorizacdo com 3 niveis, conforme presente na tabela 1.

Tabela 1 - Classificagdo de Newton modificada (Kabawat et al., 2014) e Classificagdo proposta no

estudo, sendo:

Escore Newton Caracteristicas Clinicas Escore proposto
modificado
Escore 0 (Controle) Mucosa saudavel 0 - Saudavel

Escore 1 (Tipo l1A) Mucosa palatal com presenca de

petéquias, geralmente encontradas ao

redor dos orificios dos dutos das

glandulas da mucosa do palato 1 - ERP leve e intermediaria
Escore 2 (Tipo IB) Palato com éareas localizadas de

inflamacdo na area recoberta pela protese

total;

Escore 3 (Tipo 1) Palato com é&rea generalizada de
inflamacdo envolvendo a area recoberta
pela protese total;

Escore 4 (Tipo I11)  Superficie hiperplasica do palato com 2 - ERP moderada e grave

inflamacdo da area recoberta pela prétese
total.

Para a caracterizacdo da amostra, foram coletas informacg6es sociodemograficas quanto

ao sexo, idade, estado civil, escolaridade, condi¢des de moradia e renda.
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3.2 Identificacdo presuntiva, prevaléncia e carga microbiana de Candida spp.:

Para identificacdo das espécies de Candida por metodo presuntivo, biofilme foi
coletado da superficie interna da protese maxilar e do palato dos participantes. As proteses
totais foram removidas da cavidade bucal e colocadas em placas de Petri, em zona asséptica,
para dessorcdo do biofilme com escova esterilizada (Tek, Cerdas macias Johnson & Johnson
do Brasil Industria e Comércio de Produtos para Saude Ltda., S. J.dos, SP, Brasil) e solucao
salina tamponada com fosfato (PBS - Phosphate-Buffered Saline) (Panzeri et al., 2009). A
solucdo obtida foi transferida para um tubo de ensaio com pérolas de vidro, com auxilio de
uma pipeta (Paranhos et al., 2009). Para coleta das amostras do palato, o pesquisador
friccionou uma escova estéril para citologia nas regides palatinas, onde assenta-se a protese
total (Kabawat et al., 2014). Em seguida, a ponta ativa foi seccionada e armazenada em tubo
estéril contendo 1,5 mL de solucdo PBS. As solugdes com as amostras da protese e do palato
foram agitadas por 1 minuto (agitador Vortex Phoenix® — AP56, Ind. e Com. de
Equipamentos Cientificos Ltda., Araraquara, SP, Brasil). Em seguida 25 pL das solugdes
foram semeadas (10%) e na sequéncia, 25 pL foram diluidos em 225 uL de PBS, obtendo-se
diluices seriadas de 10 a 1073, que foram semeadas em placas de Petri com meio de cultura
especifico CHROMagarTM Candida (Becton Dickinson, Paris, Franca) e incubadas em estufa
microbiologica (De Leo Equipamentos Laboratoriais, Porto Alegre, RS, Brasil) a 37°C
durante 48h.

Apbs o periodo de incubacdo, o pesquisador (M.A.F.) realizou a identificacdo pela
diferenca de cor. As cepas isoladas em meio CHROMagarTM Candida, foram catalogadas de
acordo com a orientacdo do fabricante do meio especifico, sendo atribuidas as coldnias verde-
claras para C. albicans, roxo ou azul para C. tropicalis e roxo claro ou lilas para C. glabrata
(Figura 1). As cepas isoladas foram armazenadas para posterior confirmagdo por Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), para isso fez-se a selecdo da colonia mais isolada no meio e com
uma alca esteril, ela foi coletada e inserida no tubo de vidro com o meio TSB com 10% de
glicerol. O conjunto colénia e meio foram levados a estufa a 37°C durante 24 horas. Ap0s esse
periodo de incubacdo, o meio foi redistribuido em microtubos, em duplicatas, e entdo,
armazenado em freezer -80°C do laboratorio de Pesquisa em Reabilitacdo Oral da Faculdade

de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo.
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Figura 1 — Identificacdo presuntiva de Candida spp..
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C. glabrata

ww.chromagar.com/wp
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Apbs a identificacdo, foi realizada a contagem de unidades formadoras de colbnia
(UFC) para quantificacdo da carga microbiana e analise de prevaléncia das espécies. Para 0
calculo de UFC/mL, foi considerada a diluicdo em que o nimero de UFC variou entre 0 e 300
colbnias, empregando a formula: UFC/mL = No de colénias x 10n/q, sendo n: valor absoluto
da diluicdo (0, 1, 2 ou 3); g: quantidade (mL) pipetada para cada diluicdo quando da
semeadura (0,025).

3.3  Confirmacéo da identificacdo presuntiva por meio do PCR:

A identificacdo por ensaio de PCR foi realizada por meio da extracdo do DNA das
espécies isoladas dos pacientes e do DNA das cepas comerciais de C. albicans (ATCC
10231), C. tropicalis (ATCC 750) e C. glabrata (ATCC 2001) para comparacdo do
polimorfismo no comprimento dos fragmentos de restricéo.

Para extracdo do DNA das leveduras, 0 meio de cultura Saboraud Dextrose Agar foi
preparado em placas de Petri e semeado em estrias multiplas com aliquotas de Candida
isolada e da cepa comercial, e incubadas por 24 horas. Apos o crescimento, uma coldnia foi
transferida para um tubo de ensaio com 10 mL de caldo Saborauld Dextrose. Apés 24 horas,
0s tubos foram centrifugados por 5 minutos a 3200 g. O pellet resultante foi ressuspendido em
500 uL de tampao de lise (200 mM de Tris-HCI; 250 mM de NaCl; 25 mM de EDTA;0,5% de
Solu¢do de Dodecil Sulfato de Sédio) associados a 500 ug de pérolas de vidro, de 425-600
um de didmetro, lavadas previamente com acido cloridrico. As amostras foram agitadas e

homogeneizadas por 10 minutos e o lisado foi transferido para um microtubo de 1,5 mL com
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500 pL de fenol-cloroférmio (1:1) (Sigma), os quais foram novamente agitados, por 10
minutos e centrifugados a 2000 g por 10 min. A fase aquosa obtida desta centrifugacéo foi
transferida para um novo tubo de 1,5 mL ao qual foi adicionado 1 mL de isopropanol
(Sigma). Uma nova centrifugacao foi realizada e o pellet resultante foi lavado com 500 pL de
etanol a 70% (Sigma). Apos nova centrifugacdo por 5 minutos, o pellet foi seco a temperatura
ambiente. As amostras foram ressuspendidas em 50 pL de dgua ultra pura e submetidas a um
tratamento com 20 ug/mL de RNAse (Sigma) em banho-maria a 37°C por 30 minutos. Apos o
tratamento, 1 plL de cada amostra foi diluida em 49 pL de agua e quantificada em
espectrofotbmetro (BioSpec-mini, ShimadzuBiotech, Nagaokakyo, Quioto, Japdo). A medida
da absorbancia foi realizada em 260 nm e 280 nm e a razdo 260/280 determinou a pureza da
amostra. A integridade do DNA foi avaliada aplicando-se as amostras em gel de agarose
(Agargen). Apo6s a confirmagdo da integridade, as amostras foram estocadas a - 20°C.

A reacgdo de PCR foi conduzida pela amplificagcdo do IGS2 e restricdo com a enzima
Nlalll 1GS2 para C. albicans e amplificacdo por meio de IGS com restri¢do pela enzima Alul
para outras espécies de Candida, por meio de primers descritos por Cornet et al. (2011). O
polimorfismo das sequéncias ap0s o tratamento com a enzima de restricdo, vistos em gel de
agarose, além da eficacia cientifica do teste CHROMagarCandidaTM, definiram a
confirmagdo da cepa. Foram utilizados os primers para a amplificacdo parcial do IGS
(IGS2):5’- TTAACTACAGTTGATCGGAC-3’ (forward) e 5’-
CTTAATCTTTGAGACAAGC-3’ (reverse) para C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis.
Para amplificacao foi utilizado um mix contendo 10 pmol de cada primer (fowarde reverse), 5
nmol de dNTP (Qiagen, Hilden, Renéania do Norte-Vestfalia, Alemanha), 1,5 U
Tagpolymerase (Sigma-Aldrich), 10% de tampé&o da Tagpolymerase (Sigma-Aldrich), e 50 ng
de DNA, em um volume final de 25 uL, que foi submetido a ciclagem térmica com
desnaturacdo inicial a 94°C por 4 minutos, seguida por 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 48°C, 2 minutos e 30 segundos a 72°C e uma ciclagem final de 5 minutos a 72°C.

Ap6s a amplificagdo, uma aliquota de 5 pL do produto do PCR foi confirmada em gel
de agarose a 0,8% a 100 V por 40 minutos. O produto do PCR confirmado foi submetido a
digestdo por meio de enzimas de restricao para obtencdo do polimorfismo no comprimento de
fragmentos de restricdo necessarios para a identificacdo das espécies de Candida. Para isso,
foi selecionada a enzima Nlalll (New England BiolLabs, Hitchin, Hertfordshire, Inglaterra)
para o IGS2 ou a enzima Alul (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California,
EUA) para IGS. Para a reacao de digestdo foram utilizados 10 uL. de produto de PCR, 1,5 U

de uma das enzimas, ¢ 2 pL. do tampao em volume final de 20 puL. A mistura foi levada ao
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termociclador por 90 minutos a 37°C, seguido de inativagdo da enzima por 20 minutos a 65°C.
Os subfragmentos de DNA foram separados em gel de agarose 1% a 80V por 80 minutos,
para verificacdo da separacdo das bandas. A confirmacdo das espécies foi realizada por meio
de comparacdo visual dos padrdes obtidos das cepas de referéncia na matriz de gel com as
bandas das cepas identificadas (Figura 2).

Uma vez realizada a confirmagdo ou ndo das espécies, os valores de prevaléncia e

carga microbiana foram corrigidos de acordo com os resultados da confirmacéo por PCR.

Figura 2 — Matriz de gel com os padrées de bandas para a identificacdo de Candida spp.

3.4  Andlise da suscetibilidade antifungica:

A susceptibilidade foi avaliada pelo método de microdiluicdo em caldo de acordo com
0 documento M27-A3 do CLSI, frente a diferentes antifingicos, sendo eles: micafungina,
fluconazol, nistatina e miconazol. Foi utilizado o meio de cultura RPMI-1640 (Gibco),
tamponado com acido morfolinopropanosulfénico (Sigma) pH 7,0 e suplementado com 2% de
glicose, como proposto pelo European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST). As suspensOes das espéecies de Candida foram ajustadas em espectrofotémetro
(530 nm) obtendo a concentragéo final de 0,5 a 2,5 x 10° células/mL. O teste foi realizado em
microplacas de 96 pocos e a incubacdo realizada a 37°C por 48h, com agitacdo constante. A
leitura foi realizada em leitora de microplacas (Expert plus-ASYS®) a 490 nm. A
concentragdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor concentracdo do
antifangico, capaz de promover 50% de inibicdo e os resultados foram expressos em: sensivel

(S), sensivel dependente de dose (SDD) e resistente (R).
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3.5  Variabilidade da frequéncia cardiaca:

A coleta dos exames foi realizada pelos pesquisadores (A.B.R, L.M.C) e acompanhado
pelo pesquisador (M.A.F). Os pacientes foram posicionados, confortavelmente, em posi¢éo
supina e instrumentados com eletrodos adesivos e descartveis, em ambos os bragos e na
perna esquerda, para monitorizacdo eletrocardiografica, continua, na Derivacdo Il de
Einthoven. Para registro dos movimentos respiratorios, uma cinta elastica com sensor de
estiramento foi colocadaao redor do tdérax. Os sinais do eletrocardiograma e da cinta
respiratéria foram filtrados (100 Hz a 0,5 kHz), amplificados (BioAmp, ADInstruments, Bella
Vista Australia), digitalizados (PowerLab 2/20, ADInstruments, Bella Vista, Australia), e
amostrados (1000 Hz) continuamente em um IBM/PC. Durante a aquisi¢cdo dos dados o0s
individuos foram orientados a permanecerem acordados, com postura relaxada (evitando
movimentacgdes) e em siléncio. Apds 15 minutos o registro foi, entdo, encerrado.

Os arquivos com os registros do eletrocardiograma foram processados por programa
computacional (ECG Module for LabChart, ADInstruments, Bella Vista, Australia), o qual
identificou o complexo QRS do eletrocardiograma, gerando séries temporais de sucessivos
valores de iRR.

A variabilidade da frequéncia cardiaca € dada pela analise de um conjunto de variaveis
como:

- Variabilidade Total (Dominio do Tempo): Apos inspecdo cuidadosa das séries de valores de

iRR para remogdo de artefatos de registro e batimentos ectdpicos, as mesmas foram divididas
em segmentos com 500 valores com sobreposi¢do de 50%. Cada segmento teve seu valor
médio e desvio padrdo da média calculados, ou seja, o Standard Deviation of the N-N
intervals (SDNN). O SDNN ¢ o “padrao ouro” clinico que avalia a satde cardiovascular e, em
particular, a morbidade e o risco de eventos cardiacos, e maiores valores de variabilidade sao
favoraveis quanto ao diagndstico do risco cardiovascular.

A raiz quadrada da média do quadrado de diferencas entre intervalos, ou seja, Root
Mean Square of Successive Differences (RMSSD) também foi calculada. O RMSSD esta
altamente associado ao ténus vagal, ou atividade do nervo vago, que em poucas palavras é a
capacidade de resposta da atividade dos 6rgdos internos ao estresse/estimulos, batimentos
cardiacos, respiracdo, etc. E considerada a melhor medida para variagdes de curto prazo da
VFC, mas ainda é uma medida robusta para analises de longo prazo, com casos de uso tipicos
para monitorar estresse, doenga, treinamento e recuperagéo.

- Analise Espectral (Dominio da Frequéncia): As séries com valores de intervalo RR foram

re-amostradas em 3 Hz por interpolacdo cubica, para regularizacdo do intervalo
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entrebatimentos. As séries com valores interpolados de intervalo RR foram divididas em
segmentos com 512 valores cada, com sobreposicdo de 50%. A estacionariedade de cada
segmento foi examinada visualmente, e aqueles com artefatos, ou transientes, foram
excluidos. Cada segmento teve seu espectro calculado pela Transformada Répida de Fourier
(FFT), apbs janelamento do tipo Hanning. Os espectros de intervalo RR foram integrados em
bandas de baixa (LF: 0,04 a 0,15 Hz) e alta frequéncia (HF: 0,15 a 0,50 Hz). As médias das
poténcias dos espectros do intervalo RR, nas bandas de LF e HF foram utilizadas para cada
individuo. A poténcia relativa (unidades normalizadas) dos espectros de intervalo RR, em
cada banda de frequéncia, bem como a razdo entre as poténcias de LF e HF (LF/HF) dos
mesmos, foram determinadas (Silva et al., 2017a).

- Anélise Simbdlica: Este método busca por padrdes de alteracdo entre sucessivos valores de

intervalo cardiaco, classifica estas alteracdes em classes, e quantifica a ocorréncia das
mesmas. Para tanto, séries temporais, batimento-a-batimento, com valores de intervalo RR
tiveram os valores maximos e minimos determinados; em seguida, foram distribuidos em 6
faixas de igual magnitude. Sequéncias de 3 simbolos foram, entdo, analisadas e classificadas
em 4 diferentes familias, de acordo com o nimero de variagdes encontradas. A frequéncia de
ocorréncia de cada padrdo foi analisada, e indicada, como 0V%, 1V% e 2V%. Interessam
como indicadores da modulagdo autondémica cardiocirculatoria a frequéncia percentual das
variacdes do tipo OV (simpatico) e 2V (vagal) (Silva et al. 2017a).

- Entropia Amostral (SampEn): foi calculada a partir das séries de intervalos cardiacos (IC)

com o auxilio do programa computacional JBios. Em termos praticos, a SampEn quantifica a
probabilidade (logaritmica) de que padrdes proximos de tamanho “m” continuardo proximos
para “m+1”. Em outras palavras, dentre os padroes de tamanho “m” que sdo similares, a
SampEn indica qual porcentagem destes continuard similar para “m+1”, isto é, quando um
ponto adicional é considerado. Alta probabilidade de os padrdes continuarem proximos indica

regularidade, produzindo valores baixos de entropia (Silva et al., 2016, 2017b).

3.6 Analise dos dados:

As caracteristicas qualitativas sociodemograficas dos participantes dos grupos com
escors 0, 1 e 2 foram apresentadas em tabela. Os dados foram testados quanto a normalidade e
homogeneidade de variancia para determinacdo dos testes estatisticos apropriados. Para
avaliacdo da concordancia entre a identificacdo presuntiva (CHM) e o PCR foi aplicado o
Teste de Kappa. A avaliacdo da prevaléncia (n individuos) das espécies de Candida por sitio e

escore de ERP foi apresentado em figura. A comparagdo da carga microbiana em funcao do
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grau de inflamacdo (escores 0, 1 e 2) e sitio (protese e palato) foi realizada para cada espécie
de Candida pelo teste de Modelo linerar generalizado com pos teste de Wald. A analise da
suscetibilidade antifungica das amostras de Candida spp. isoladas nos grupos com escores 0,
1 e 2 foi realizada por meio do Teste de Qui-quadrado de Pearson. Para variabilidade da
frequéncia cardiaca, (VFC), as condi¢Bes de distribuicdo normal e homogénea foi aceita
paraTime Domian para a variavel da média, no Spectral Analysis nas varidveis LFnu e HF nu
e no Symbolic Dynamics na variavel 1V, sendo realizado ANOVA One-way e poés teste de
Tukey com ajuste de Bonferroni. Para as demais varidveis continuas, foi realizado teste de
Kruskal-Wallis e p6s teste de Dunn. Foi adotado nivel de significancia de 5%. As analises

foram realizadas com o auxilio do software SPSS (SPSS 21.0, Inc, Chicago, Illinois, USA).
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4. RESULTADOS.

Foram coletados dados de 100 participantes, sendo 50 sem ERP (50%) e 50 com ERP
(50%); dentre os participantes com ERP, o grau intermediario (IB) foi o mais frequente
(n=17; 17%), seguido dos graus Il (n=15; 15%) e grau Ill (n=10, 10%), e 0 menos frequente
foi o grau IA (n=8, 8%), por isso, visando equidade dos grupos, foi proposta uma nova
categorizacdo. Os pacientes com grau leve (IA) e intermediario (IB) de ERP foram
classificados com o escore 1; e pacientes com grau moderado (Il) e grave (llI) de ERP,
classificados com o escore 2. Dos 50 individuos elegiveis do escore 0, 21 foram excluidos por
ndo apresentarem crescimento de Candida spp., e 5 foram excluidos pela variabilidade da
frequéncia cardiaca, jA que os exames nao possibilitaram andlises. Para os 25 elegiveis do
escore 1, 5 foram excluidos por ndo apresentarem crescimento de Candida spp., e 3 foram
excluidos pelo teste de microdiluicdo em caldo, no qual ndo houve desenvolvimento de
Candida spp. Para os 25 elegiveis do escore 2, 4 foram excluidos pela variabilidade da
fréquencia cardiaca, ja que os exames ndo possibilitaram andlises, 3 foram excluidos por ndo
apresentarem crescimento de Candida spp., e 1 foi excluido pelo teste de microdiluicdo em
caldo, no qual ndo houve desenvolvimento de Candida spp. Dessa forma, os grupos ficaram

da seguinte forma: n= 24 para o escore 1, n=17 para escore 1 e n=17 para escore 2 (Figura 3).

Figura 3 - Fluxograma de acordo com STROBE.
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4.1  Dados sociodemograéficos:

A idade média dos particpantes foi de 66,3 anos. A tabela 2 apresenta as caracteristicas
sociodemograficas dos trés grupos. A maioria dos particpantes eram do sexo feminino,
casada, em convivio com familiares, com ensino fundamental completo e renda entre um e

trés salarios minimos.

Tabela 2 - Caracteristicas qualitativas sociodemograficas dos participantes dos grupos 0, 1 e 2, de

acordo com o escore de inflamagé&o.

Grupos (Escore de inflamagéo)

Variavel 0 1 2
Sexo
Feminino 19 (79,2%) 13 (76,5%) 13 (76,5%)
Masculino 5(20,8%) 4(23,5%) 4 (23,5%)
Estado civil
Solteiro 3(12,5%) 2(11,7%) 0(0,0%)
Casado 8 (33,3%) 13(76,5%) 9 (53,0%)
Divorciado 7(29,2%) 1(5,9%) 4(23,5%)
Separado 1(4,2%) 0(0,0%) 0 (0,0%)
Vilvo 5(20,8%) 1(59%) 4(23,5%)
Reside com
Sozinho 4(16,7%) 3(17,6%) 1 (5,9%)
Amigos 0(0,0%) 1(59%) 0 (0,0%)
Familiares 20 (83,3%) 13 (76,5%) 16 (94,1%)
Grau de escolaridade
Analfabeto 1(4,2%) 2(11,8%) 0(0,0%)

Ensino basico 4(16,7%) 4(23,5%) 2(11,8%)
Ensino fundamental 14 (58,3%) 9 (52,9%) 9 (53,0%)
Ensino Médio 5(20,8%) 1(59%) 5(29,3%)
Ensino superior 0(0,0%) 1(5,9%) 1 (5,9%)
Pos-graduacéo 0(0,0%) 0(0,0%)  0(0,0%)
Renda

1 a 3 salarios 22 (91,7%) 17 (100%) 17 (100,0%)

4 a 7 salarios 2 (8,3%) 0(0,0%) 0 (0,0%)

4.2  ldentificagdo presuntiva, confirmacgdo por PCR, prevaléncia e carga microbiana
de Candida spp..

Por meio do método presuntivo, foram isoladas 89 amostras de Candida spp.. Por
meio da identificacdo presuntiva, foram consideradas 48 amostras de C. albicans (54%), 19

amostras de C. glabrata (21,3%) e 22 amostras de C. tropicalis (24,7%).
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Das 48 (100%) amostras inicialmente identificadas como C. albicans pelo método
presuntivo, 40 (83,3%) foram confirmadas como C. albicans e 8 (16,7%) como C.
dublinienses. Das 19 amostras (100%) identificadas presuntivamente como C. glabrata, 15
(78,9%) foram confirmadas, 1 (5,3%) foi identificada como C. dublinienses,1 (5,3%) foi
identificada como C. bracarensis e 2 (10,5%) foram identificadas como C. nivariensis. Das
22 amostras (100%) identificadas presuntivamente como C. tropicalis, 21 (95,5%) foram
confirmadas, 1 (4,5%) foi identificada como C. glabrata. Por meio dos resultados, verifica-se
que houve confirmagdo de 85,4% das avaliagbes (76 amostras) (Tabela 3), mostrando
concordancia substancial (Landis e Koch, 1977).

A figura 4 apresenta o nimero de individuos e as cepas idenificadas por sitio e escore
de ERP. Verifica-se C. albicans € a espécie mais encontrada em ambos os sitios (palato e
prétese) e que a protese é o sitio mais contaminado. C. albicans e C. tropicalis apareceram
no palato de maior nimero de individuos com escore 2 de ERP, enquanto as mesmas
espécies foram mais prevalentes ma prétese de individuos com grau 0. C. glabrata foi
identificada na protese de uma maior quantidade de individuos com grau 2 de ERP. Além
disso, houve maior numero de individuos com escore 0 e 1 com C. dubliniensis na protese.

A tabela 4 apresenta a carga microbiana em funcdo do escore de ERP e sitio (prétese e

palato).

Figura 4 — Prevaléncia (n individuos) das espécies de Candida por sitio e escore de ERP.
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Tabela 3 — Concordéancia entre a identificacdo presuntiva (CHM) e o PCR.

PCR
CHM C C.glabrata C.tropicalis C.dubliniensis C.nivariensis C. bracarensis
albicans
C. albicans Contagem 40 0 0 8 0 0
' % do total 44,90% 0,00% 0,00% 9,00% 0,00% 0,00%
Contagem 0 15 0 1 2 1
C. glabrata
% do total 0,00% 16,90% 0,00% 1,10% 2,20% 1,10%
C. tropicalis Contagem 0 1 21 0 0 0
- Hop % do total 0,00% 1,10% 23,60% 0,00% 0,00% 0,00%

*Teste de Kappa (Kappa = 0,779; p<0,001).



Tabela 4 Analise descritiva da carga microbiana das espécies de Candida no palato e na prétese e escore de ERP.

C. albicans C. glabrata C. tropicalis C. dubliniensis C. nivariensis C. bracarensis
ERP Palato Protese Palato Protese Palato Protese Palato Protese Palato Protese Palato Protese
Média 0,23 2,19 0,14 0,45 0,17 1,58 0 0,77 0,13 0,09 0 0,14
0 bp 0,62 2,05 0,57 1,60 0,61 2,25 0 1,86 0 0 0 0
Mediana 0,00 2,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0 0,00 0 0 0 0
IC (-0,08;0,44) (1,25;2,98) (-0,10;0,38) (-0,20;1,15) (-0,08;0,43) (0,69;2,59) 0 (0,01;1,58) 0 0 0 0
Média 0,3 3,13 0,4 1,28 0,61 1,15 0 0,79 0 0 0 0
1 DP 0,71 3,10 1,00 2,25 1,47 2,01 0 1,86 0 0 0 0
Mediana 0,00 2,60 0,00 0,00 0,00 0,00 0 0,00 0 0 0 0
IC (-0,05;0,68) (1,76;4,44) (-0,09;0,94) (0,21;2,51) (-0,12;1,40) (0,18:225) 0  (-0,121,79) 0O 0 0 0
Média 0,61 3,71 0,48 1,48 0,69 0,9 0 0 0 0 0 0
) DP 1,06 2,31 1,16 2,27 1,41 1,79 0 0 0 0 0 0
Mediana 0,00 2,31 0,00 0,00 0,00 0,00 0 0 0 0 0 0
IC (0,10;1,19) (2,40:4,77) (-0,09;1,11) (0,40;2,73) (0,00;1,46) (0,03;187) 0 0 0 0 0 0
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Para C. albicans , a carga microbiana foi influenciada pelo grau de estomatite
(p=0,038) e pelo sitio de coleta. Ndo houve interacdo entre os fatores (p=0,261). O grupo
com escore 2 apresentou maior contagem de UFC de C. albicans quando comparado ao
grupo com escore 0; o grupo com escore 1 apresentou carga microbiana com valores
intermediairos ao grupo 0 e 2 (Tabela 5). A prétese apresentou carga microbiana

significativamente maior que o palato.

Tabela 5 - Carga microbiana (média de UFCLog10 e intervalo de confiangca) de C. albicans em

funcdo do escore de inflamacao e sitio (palato e prétese).

Média IC p*
Escore de O 1,148 0,69 -1,59
ERP

0,038**

1 1,70% 1,05-2,36

2 2,11° 150-2,72

Sitio Palato 2,93 2,33-3,53
) <0,001

Proétese 0,37 0,16 — 0,59

*Modelo linerar generalizado com pés teste de Wald**

Para C. glabrata, a carga microbiana foi influenciada pelo sitio (p=0,001), sendo que
a protese [1,13 (0,59-1,66)] apresentou maior contagem de UFC que o palato [0,35 (0,11-
0,60)]. O escore de ERP (p=0,104) e a interacdo dos fatores sitioxescore de ERP (p=0,301)
nédo influenciou a carga microbiana.

Ja para a carga microbiana de C. tropicalis, verificou-se que houve interacdo entre
sitioxescore de ERP (p=0,026). A comparacdo das médias indicou que para o escore 0, a
maior carga microbiana foi identificada na protese. Para os escores 1 e 2, ndo houve

diferenca entre os sitios (Tabela 6).

Tabela 6 - Carga microbiana (média de UFCLog10 e intervalo de confianga) de C. tropicalis em

fungdo do escore de inflamacdo e sitio (palato e protese).

ERP 0 1 2 p*
A A A A
Prétese Média 1,647 1,227 0,957
(IC) 0,69-259 0,18-2,25 0,03-1,87 0026
' H Ab Aa Aa !
Palato Média 0,18 0,64 0,73

(1) -0,08-0,43 -0,12-1,40 0,00 -1,46

*Teste de Kruskal-Wallis
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4.3  Analise da suscetibilidade antifungica das amostras de Candida spp. isoladas.
Foram isoladas 85 amostras de Candida spp. das quais 39 eram de C.albicans , 21 de

C. tropicalis, 15 de C. glabrata, 7 de C. dubliniensis, 2 de C. nivariensis e 1 de C. bacarensis.
O total de cepas resistentes aos antifungicos em funcéo do escore de inflamacéo foi de

38 (41,2%) (Tabela 7). A tabela 8 apresenta a quantidade de espécies de Candida que 0s

individuos apresentaram em cada grupo.

Tabela 7 — Quantidade de cepas resistentes em cada grupo.

ERP 0 1 2
Antifungico
Micafungina 1 2 0
Fluconazol 11 13 11
Nistatina 0 0 0
Miconazol 0 0 0
Total 12 15 11

O teste de Qui-quadrado de Person foi aplicado para todas as espécies de Candida
(Tabelas 8 a 11) e houve diferenga significante entre os grupos de inflamagao apenas para C.
tropicalis quando exposta ao fluconazol, onde o grupo de escore 1 apresentou maior
quantidade de cepas resistentes (71,4%) quando comparado com os grupos de escore 0 (20%)
e 2 (50%).

Tabela 8 - Comparacdo da frequéncia (%) de cepas de C. albicans sensiveis (S), sensiveis

dependentes de dose (SDD) ou resistentes (R) aos antifingicos para cada grupo de inflamagéo.

S SDD R P
0  14(100%) 0 0
Micafungina 1 12(92,3%) 0 1(7,7%) *0,325
2 12(100%) O 0
0 8(71%) 0  6(42,9%)
Fluconazol 1 8 (61,5%) 1(7,7%) 4 (30,8%) *0,639
2 7(583%) 0  5(41,7%)
0  14(100%) O 0
Nistatina 1 13 (100%) 0 0 #
2 12(100%) O 0
0  14(100%) O 0
Miconazol 1 13 (100%) 0 0 #
2 12(100%) 0 0

*Sem diferenca entre cepas sensivies e resistentes; # Todas as cepas foram sensiveis.
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Tabela 9 - Comparacéo da frequéncia (%) de cepas de C. glabrata sensiveis (S), sensiveis dependentes

de dose (SDD) ou resistentes (R) aos antifingicos para cada grupo de inflamag&o.

S SDD R P
0  3(100%) 0 0
Micafungina 1 5(83,3%) 0 1(16,7%) *0,379
2 6 (100%) 0 0
0 1(33,3%) 0 2(66,7%)
Fluconazol 1 2 33,3%) 0 4(66,7%) *0,375
2 1(16,7%) 2(33,3%) 3 (50%)
0  3(100%) 0 0
Nistatina 1 6 (100%) 0 0 #
2 6(100%) 0 0
0  3(100%) 0 0
Miconazol 1 6 (100%) 0 0 #
2 6 (100%) 0 0

*Sem diferenca entre cepas sensivies e resistentes; #Todas as cepas foram sensiveis.

Tabela 10 - Comparacdo da frequéncia (%) de cepas de C. tropicalis sensiveis (S), sensiveis

dependentes de dose (SDD) ou resistentes (R) aos antifungicos para cada grupo de inflamacao.

S SDD R P
0 9 (90%) 0 1 (10%)
Micafungina 1 7 (100%) 0 0 *0,463
2 4 (100%) 0 0
0 8 (80%) 0 2 (20%)
Fluconazol 1 0 2(28,6%) 5(71,4%) **0,004
2 2 (50%) 0 2 (50%)
10
Nistatina (100%) 0 0 #
1 7 (100%) 0 0
2 4 (100%) 0 0
10
: (100%) 0 0
Miconazol 1 7 (100%) 0 0 #
2 4 (100%) 0 0

*Sem diferenca entre cepas sensivies e resistentes; **Houve diferenca entre cepas sensiveis e resistentes; #Todas as cepas

foram sensiveis.
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Tabela 11 - Comparagdo da frequéncia (%) de cepas de C. dubliniensis sensiveis (S), sensiveis

dependentes de dose (SDD) ou resistentes (R) aos antifingicos para cada grupo de inflamagéo.

S SDD R P
0  4(100%) O 0
Micafungina 1 2 (100%) 0 0 #
2 1(100%) 0 0
0 3 (75%) 0 1 (25%)
Fluconazol 1 2 (100%) 0 0 *0,144
2 0 0  1(100%)
0  4(100%) O 0
Nistatina 1 2 (100%) 0 0 #
2 1(100%) O 0
0  4(100%) O 0
Miconazol 1 2 (100%) 0 0 #
2 1(100%) O 0

*Sem diferenca entre cepas sensivies e resistentes; #Todas as cepas foram sensivies.

Para as espécies de C. nivariensis e C. bacarensis todas as cepas foram sensiveis para
os antifungicos micafungina, nistatina e miconazol, e todas as cepas foram sensiveis dose

dependes para o fluconazol.

4.4 Analise da variablidade cardiaca.

Foram analisados exames de 58 individuos, sendo 24 do grupo com escore 0, 17 do
grupo com escore 1 e 17 do grupo com escore 2. Houve diferenca significante para 0 SDNN
no dominio do tempo (p=0,031), sendo que grupo com escore O apresentou valores
estatisticamente maiores que 0 grupo com escore 2. 1sso ressalta que pacientes sem a presenca
de sinais de inflamacdo, especificamente, sem estomatite relacionada a prétese (escore 0)
apresentaram um menor risco cardiovascular em comparacdo com aqueles diagnosticados
com inflamacao, ou seja, escore 1 (leve e intermediaria) e escore 2 (moderada e grave).

As tabelas 12 a 14 apresentam os dados e a comparacdo dos valores obtidos no
Dominio do Tempo, Anéalise Espectral e da Analise Simbdlica, respectivamente.
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Tabela 12 - Comparagdo dos valores da média e erro padréo (EP) para os parametros do Dominio do

tempo.

ERP Mean SDNN RMSSD

0 Média 995 472 41
EP 31 4 5

1 Média  909,5  34,9° 26,5
EP 29 4 4

5 Média 9712 299° 238
EP 34 2 2

P 0,241* 0,031** 0,058**

*Teste ANOVA; **Teste Kruskal-Wallis.

Tabela 13 - Comparagdo dos valores da média e erro padrdo (EP) para os pardmetros da Analise

Espectral.
ERP VLF abs LFabs HFabs LFnu HFnu LF/HF

0 Média 541,1 634,6 693,8 49,6 54,4 14
EP 81 197 165 4 4 0,3

1 Média 329,9 231,3 535,8 49,5 50,5 1,3
EP 52 44 237 4 4 0,1

5 Média 363,2 192,1 225,7 47,9 52,1 1,4
EP 88 38 44 5 5 0,3
P 0,221**  0,144** 0,116** 0,894* 0,894* 0,862**

*Teste ANOVA; **Teste Kruskal-Wallis.

Tabela 14 - Comparagdo dos valores da média e erro padrdo (EP) para os pardmetros da Analise

Simbadlica.
ERP ov v 2LV 2UV
0 Média 21,48 45,53 9,23 22,06
EP 3 1 2 2
1 Média 23,37 45,2 11,29 19,97
EP 2 1 3 2
2 Média 17,15 46,44 11,5 24,54
EP 3 2 2 2
P 0,225** 0,884* 0,291** 0,264**

*Teste ANOVA; **Teste Kruskal-Wallis.
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5. DISCUSSAO.

Este estudo isolou e identificou as espécies de Candida do biofilme de proteses totais
e palato de individuos acometidos por estomatite relacionada a protese (ERP) e ainda, avaliou
a prevaléncia das espécies, a suscetibilidade antifingica e a variabilidade da frequéncia
cardiaca nos diferentes grupos de ERP.

A maioria dos participantes apresentava ERP (58,6%) com escore 1 (n=17) e 2 (n=17),
era do sexo feminino, residente com a familia, casada, com ensino fundamental completo e de
baixa renda, assim como encontrado em outros estudos (Araujo et al., 2021; Badaro et al.,
2017; Ribeiro et al., 2022).

A identificacdo de Candida spp. por meio dos métodos convencionais, que utilizam a
micro morfologia das col6nias, assimilacdo de acucares e teste de fermentacéo € trabalhosa e
demanda um longo periodo (Cooke 2002; Odds et al., 1994; Oliveira et al., 2009). Neste
estudo, a identificacdo inicial foi realizada pelo método cromogénico utilizando o meio
CHROMAgar Candida e, as espécies foram confirmadas pelo método de biologia molecular
através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A concordancia entre os métodos foi de
85,4% que segundo Landis e Koch (1977) é uma concordancia substancial, demostrando que
o meio CHROMAgar Candida é eficaz/util na identificacdo de espécies de Candida. Por meio
deste resultado, pode-se considerar a necessidade de realizar a identificagdo por PCR em
situacGes onde ha baixa resposta da infec¢do ao tratamento e em casos graves, Visto que o
custo e tempo sdo relativamente mais elevados quando comparado ao método presuntivo.

De modo geral, neste estudo a carga microbiana de Candida spp. foi maior na prétese
se comparado ao palato, resultado que corrobora com os de outros estudos (Badar6 el al.,
2020; Kabawat et al., 2014). C. albicans apresentou a maior prevaléncia nos trés grupos,
seguida de C. tropicalis e C. glabrata (Marcos-Arias et al., 2009; Martins et al., 2010; Omran
et al., 2018). Um achado interessante foi a identificacdo de C. nivariensis e C. bracarensis no
grupo com escore 0, espécies ndo frequentemente isoladas, mas que vem emergindo na Gltima
década (Kumar et al, 2022). Estas espécies assemelham-se a C. glabrata, fenotipicamente
(Figueiredo-Carvalho et al., 2016). Pelo nosso conhecimento apenas um estudo relatou a
presenca de C. nivariensis na cavidade bucal (Morales-Lopes et al., 2016). Hernando-Ortiz et
al. (2021) avaliaram as interacdes entre hospedeiro e patdgeno durante a infeccdo por C.
glabrata, C. nivariensis e C. bracarensis, no modelo de candidiase em Galleria mellonella.
Das 3 espécies, C. glabrata foi a mais virulenta e C. bracarensis a menos virulenta. O modelo
de candidiase em G. mellonella é simples e adequado para avaliar a viruléncia e a resposta

terapéutica dessas espécies emergentes de Candida, permitindo detectar diferengas no sistema
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imunoldgico do hospedeiro dependendo da viruléncia dos patdgenos. Os isolados de C.
nivariensis sdo menos suscetiveis do que os isolados de C. glabrata aos agentes antifingicos
azolicos [fluconazol (FLC), itraconazol (ITR) e voriconazol (VRC)], que sdo comumente
usados no tratamento da candidiase (Borman et al., 2008). Figueiredo-Carvalho et al. (2016)
avaliaram o perfil de suscetibilidade de C. nivariensis e os resultados reforgaram o perfil de
resisténcia aos medicamentos azolicos geralmente usados no tratamento de candidiase. Assim,
especial monitoramento deve ser realizado em pacientes com idosos e principalmente,
imunosupremidos (Figueiredo-Carvalho et al., 2016; Hernando-Ortiz et al., 2021; Morales-
Lopes et al., 2016).

Em relacdo a suscetibilidade antifingica, houve diferenca significante apenas para C.
tropicalis, onde o grupo com estomatite escore 1 (71,4%) apresentou maior quantidade de
cepas resistentes ao fluconazol, quando comparada ao grupo 0 (20%) e 2 (50%). De modo
geral, houve um alto indice de resisténcia ao fluconazol, principalmente entre as cepas nao
albicans (Reinhardt et al., 2020). O fluconazol oral é eficaz no tratamento da candidiase oral
que ndo responde ao tratamento topico, entretanto sua aplicacdo em subdoses pode ser
responsavel pelo desenvolvimento de resisténcia pelas diferentes espécies de Candida
(Reinhardt et al., 2020). Embora em pequena quantidade (3 cepas de 85), também foi
verificada resisténcia a Micafungina, inibidor seletivo da sintese de 1,3-B-D-glucano fungico,
um componente essencial da parede celular fungica. E utilizado na forma de infusdo e
comumente indicado para o tratamento de candidiase invasiva e esofagica (Wasmann et al.,
2018), portanto, mais indicada para casos graves.

Todas as cepas isoladas foram sensiveis a Nistatina e ao Miconazol. Este resultado é
importante uma vez que Nistatina € um agente antifingico topico e oral com atividade contra
muitas espécies de leveduras e Candida albicans, amplamente utilizada no tratamento de
candidiase cutanea e orofaringea e, por ndo ser absorvida por via oral, ndo foi associada a
lesGes hepaticas induzidas por medicamentos (LiverTox: Clinical and Research Information
on Drug-Induced Liver Injury, 2020). Nistatina e miconazol sdo os antifingicos topicos mais
comumente utilizados e sdo eficazes, porém exigem um longo periodo de uso para erradicar a
infeccdo. As apresentagdes farmacologicas do miconazol sdo mais confortaveis para 0s
pacientes, mas este medicamento pode interagir com outros medicamentos, devendo sempre
avaliar a possibilidade de interagdo antes da prescri¢do (Quindds et al., 2019).

As cepas identificadas como C. nivariensis e C. bracarensis foram sensiveis ou
sensiveis dependentes de dose aos antifungicos, e segundo a literatura a suscetibilidade dessas

espécies continua obscura, uma vez que tem variacbes em relagdo a sensibilidade entre os
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estudos (Kumar et al, 2022; Li et al., 2014; Sikora et al., 2019). A literatura indica que
isolados de C. nivariensis sdo menos suscetiveis do que os isolados de C. glabrata aos
agentes antifungicos azolicos [fluconazol (FLC), itraconazol (ITR) e voriconazol (VRC)], que
sdo comumente usados no tratamento da candidiase (Borman et al., 2008). Figueiredo-
Carvalho et al. (2016) avaliaram o perfil de suscetibilidade de C. nivariensis e os resultados
reforcaram o perfil de resisténcia aos medicamentos azolicos geralmente usados no tratamento
de candidiase. Assim, especial monitoramento deve ser realizado em pacientes com idosos e
principalmente, imunosupremidos (Figueiredo-Carvalho et al., 2016; Hernando-Ortiz et al.,
2021; Morales-Lopes et al., 2016).

Recentemente a estomatite relacionada a protese esta sendo associada a implicacdes
sistémicas, como alteracBes na pressdo arterial, que antecedem o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares graves como a hipertensdo e a aterosclerose (Maciag et al., 2014; Maciag et
al., 2017; Ribeiro et al., 2022). Este estudo encontrou diferengas estatisticas importantes no
SDNN do dominio do tempo. O SDNN € o padréo clinico que avalia a satde cardiovascular, a
morbidade e o risco cardiovascular, e maiores valores de variabilidade sdo favoraveis ao
menor risco cardiovascular. O grupo 0, ou seja, sem a inflamacao apresentou valores maiores
que os dos grupos 1 e 2, ressaltando que individuos sem a presenca da inflamacao apresentam
uma menor chance de desenvolveram problemas cardiovasculares se comparados com
individuos que apresentam esta inflamacdo. Estes achados vao ao encontro da literatura, uma
vez que a reducdo da inflamacdo por ERP ap0ds tratamento local promoveu melhora de
marcadores de inflamacdo local e reducdo da pressdo arterial sistélica de individuos
desdentados totais, usuérios de proteses totais (Ribeiro et al., 2022).

Os resultados deste estudo sugerem que individuos com inflamacdo por ERP
apresentam maior carga microbiana e também um maior risco de problemas cardiovasculares.
Embora uma limitagdo por ser atribuida ao nimero amostral, este estudo observacional indica
a necessidade da realizacdo de estudos clinicos controlados, aleatorizados com individuos
portadores da inflamagdo, antes e apds o tratamento da ERP envolvendo outras varidveis

indicadoras de risco cardiovascular.
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6. CONCLUSAO

Baseado nos achados o estudo conclui que:
1) C. albicans é a espécie mais frequentemente encontrada no biofilme da prétese e no palato,
tanto de individuos com ERP como de individuos saudaveis.
2) O método cromogénico na identificacdo de Candida spp. € eficaz/util, devendo ser
substituido por métodos de biologia molecular em situacfes graves e ndo resposta ao
tratamento.
3) A indicagéo de nistatina para o tratamento da ERP parece ser eficaz uma vez que todas as
cepas foram sensiveis a este antiflngico.
4) Os individuos sem ERP apresentam um menor risco cardiovascular se comparado com 0s

individuos com a inflamacao.
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