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RESUMO

A Candida € o principal patdogeno fangico dos seres humanos, sendo a espécie
albicans mais prevalente em infec¢cdes bucais, como a candidiase bucal. Em
individuos imunocomprometidos, como portadores de Diabetes Mellitus, a C.
albicans pode proliferar sobre mucosas e superficies abiodticas, promovendo
maior suscpetibilidade a instalacdo de outras infeccdes locais e/ou sistémicas. O
déficit do controle glicémico nestes pacientes pode promover a alteracdo da
patogenicidade do biofilme, tornando a candidiase mais prevalente e predispondo
estes individuos a diversas alteracdes na cavidade bucal. Assim, avaliou-se a
influéncia de padrbes glicémicos sanguineos no desenvolvimento de biofilme de
Candida albicans (ATCC 90028) em superficies abibticas de titanio e resina
acrilica. Foi realizada coleta salivar estimulada de individuos com as condicdes e
concentragbes glicémicas sanguineas pré-estabelecidas, considerando-se
individuos normoglicémicos (120 mg/dL)- NG e hiperglicémicos (>120 mg/dL)-
HG. Posteriormente, a saliva foi filtrada e utilizada para o cultivo de biofilmes
(n=12/grupo) de C. albicans sobre as referidas superficies, os quais foram
analisados nos periodos de 24 e 72 h de cultivo. Das 95 amostras salivares
coletadas, 49 foram coletadas de pacientes hiperglicémicos e 46
normoglicémicos. Foi realizada a caracterizacdo da amostra de individuos
doadores de saliva e o biofiime analisado quanto a viabilidade celular (UFC/mL),
dosagem de Proteinas Totais (PT), atividade de fosfolipase e morfologia dos
biofilmes por meio de microscopia otica de fluorescéncia com Calcofluor White
(CFW). A analise estatistica das variaveis numéricas foi realizada por meio do
teste Mann- Whitney (a-5%) e a morfologia dos biofilmes determinada de forma
qualitativa. A amostra dos individuos doadores de saliva (n= 95) foi composta por
40 individuos do sexo masculino e 55 feminino, com média de idade de 51,3
(x11,2) anos. Quando comparados entre grupos (NG x HG ) e entre tempos (24 x
72h) nao foi verificada diferenca estatisticamente significativa em relacdo a
nenhum dos parametros avaliados. Para os resultados sobre as superficies de
resina acrilica a contagem de UFC/mL determinou medianas de 6,4 e 6,5 para
analises de 24 e 72 h respectivamente, sem diferenca (p>0,05) entre 0s grupos
(NG x HG). A producédo de PT determinou de medianas 0,3 g/dL e 2,1 g/dL para

andlises de 24 e 72 h respectivamente, sem diferenca entre os grupos (NG x HG).
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A atividade de fosfolipases determinou medianas de 0,6 mm para ambas analises
de 24 e 72 h, sem diferenca entre os grupos (NG x HG). Para os resultados sobre
as superficies em titdnio a contagem de UFC/mL determinou medianas de 6,5
para as andlises de 24 e 72 h. A producdo de PT determinou de medianas -0,7
g/dL e 0,2 g/dL para andlises de 24 e 72 h respectivamente. A atividade de
fosfolipases determinou medianas de 0,6 mm para ambas analises de 24 e 72 h,
sem diferenca entre os grupos (NG x HG) para todos as analises citadas. As
concentragbes glicémicas sanguineas ndo influenciaram o metabolismo do
biolflme da C. albicans em superficies abidticas. Os resultados do presente
estudo podem ser relevantes para que novas terapias sejam desenvolvidas

voltadas ao controle de infec¢des por C. albicans e seus agravos.

Palavras-chave: Candida, biofilmes, saliva, Diabetes Mellitus.
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ABSTRACT

Candida is the main fungal pathogen in humans, and the species albicans is the
most prevalent in oral infections, such as oral candidiasis. In immunocompromised
individuals, those with Diabetes Mellitus, C. albicans can proliferate on mucous
and abiotic surfaces, promoting bigger susceptibility to other local and/or systemic
infections. The deficit of glycemic control in these patients can promote alteration
of the biofilm pathogenicity, making candidiasis more prevalent, predisposing
these individuals to several alterations in the oral cavity. Thus, the influence of
blood glycemic patterns on the development of Candida albicans biofilm (ATCC
90028) on abiotic surfaces of titanium and acrylic resin was evaluated. Stimulated
salivary collection was performed from individuals with pre-established bloody
glycemic conditions and concentrations, considering normoglycemic individuals
(2120 mg / dL) - NG and hyperglycemic individuals (> 120 mg / dL) - HG.
Subsequently, the saliva was filtered and used for the cultivation of C. albicans
biofilms (n = 12 / group) on these surfaces, which were analyzed at 24 and 72
hours of cultivation. Of the 95 salivary samples collected, 49 were collected from
hyperglycemic patients and 46 normoglycemic patients. Saliva donors were
characterized and biofilm analyzed for cell viability (CFU/mL), Total Protein
dosage (PT), phospholipase activity and biofilm morphology by fluorescence
optical microscopy with Calcofluor White ( CFW). Statistical analysis of the
numerical variables was performed using the Mann-Whitney test (a-5%) and the
biofilm morphology determined qualitatively. The sample of saliva donors (n = 95)
was composed of 40 males and 55 females, with a mean age of 51.3 (+11,2)
years. When compared between groups (NG x HG) and between times (24 x 72h)
there was no statistically significant difference in relation to any of the evaluated
parameters. For the results on acrylic resin surfaces the CFU/mL count
determined medians of 6.4 and 6.5 for 24 and 72 h analysis respectively, with no
difference (p>0,05) between groups (NG x HG). The PT production determined
from medians 0.3 g/dL and 2.1 g/dL for 24 and 72 h analysis, respectively, with no
difference between groups (NG x HG). Phospholipase activity determined medians
of 0.6 mm for both 24 and 72 h analyzes, with no difference between groups (NG x
HG). For the results on titanium surfaces the CFU/mL count determined medians
of 6.5 for the 24 and 72 h analyzes. The PT production determined from medians -
0.7 g/dL and 0.2 g/dL for 24 and 72 h analysis respectively. Phospholipase activity
determined medians of 0.6 mm for both 24 and 72 h analyzes, with no difference
between groups (NG x HG) for all analyzes cited. Blood glycemic concentrations
did not influence C. albicans biolfilm metabolism on abiotic surfaces. The results of
the present study may be relevant for the development of new therapies aimed at
controlling C. albicans infections and their diseases.

Keywords: Candida. Biofilms. Saliva. Diabetes Mellitus
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1. INTRODUCAO

Levantamentos de base populacional possibilitam o conhecimento sobre as
condicOes de saude e doenca de alta prevaléncia, de forma que politicas publicas
de salude e seus respectivos planejamentos sejam direcionados para a
minimizagéo dos agravos a saude determinados por estes achados. A expectativa
de vida vem aumentando, tornando ainda mais desafiador o cuidado com a saude
geral e bucal (Cavalcanti et al., 2018).

O dltimo levantamento de saude bucal realizado no Brasil, em 2010,
demonstrou elevada prevaléncia (92%) de perda dentaria na populacao idosa (65
a 74 anos). Detectou-se que grande parte dos individuos da faixa etaria adulta
havia necessidade de préteses dentarias, sendo 41,3% de prétese parcial em um
arco e 26,1% de prétese parcial nos dois arcos. A maior parte dos idosos (76,5%)
utilizavam algum tipo de prétese dentaria superior e apresentavam situacdo
periodontal insatisfatdria (SB Brasil, 2010).

Tendo em vista a condi¢cdo bucal da populacdo brasileira, com elevados
indicadores referentes ao edentulismo, doencas periodontais e necessidade de
proteses (SB Brasil, 2010), destaca-se a importdncia do conhecimento e
prevencao de infec¢des fungicas e bacterianas capazes de se proliferarem sobre
superficies protéticas e outros dispositivos, como implantes dentarios (Cavalcanti
et al., 2014; Ellepola et al., 2017; Gauch et al., 2018).

A candidiase bucal é a infeccdo fungica mais comum em usuarios de
prétese, sendo a C. albicans seu principal agente etioldgico. Esse fungo possui
capacidade de colonizacdo sobre superficies como proteses e dispositivos
meédicos, invasdo do epitélio, aderéncia as mucosas, além de influenciar as
defesas do hospedeiro, devido mecanismos especificos de viruléncia, como a
producdo de fosfolipases e proteinases (Jin et al., 2004; Thein et al., 2007,
Ellepola et al., 2013; 2014; 2017; Gauch et al., 2018).

Com o crescente aumento do numero de reabilitagcbes orais por meio da
instalacdo de implantes dentarios, seja para perdas parciais ou totais, €
necessario o controle de doencas biofilme-dependentes como a peri-mucosite.
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Essa é uma inflamacdo reversivel, sem perda éssea, ao contrario da peri-
implantite, devido a colonizagdo subgengival por periodontopatdégenos
anaerobios, podendo ocasionar a perda do implante (Aguirre-Zorzano et al., 2015;
Lee et al., 2017; Nazir et al., 2018). O titanio, material que compde os implantes,
pode ser passivel de colonizagcdo por microrganismos, assim como 0 esmalte
dentario (Cavalcanti et al., 2014; Gurgel et al., 2017).

As infec¢des por C. albicans ocorrem predominantemente em individuos
imunocomprometidos como submetidos a tratamento antineoplasico e terapia
antibiotica de largo espectro, portadores de deficiéncias nutricionais, com
disturbios em glandulas salivares, tabagistas, usuarios frequentes de corticéides
inalatérios, infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e diabéticos
nao compensados (Jin et al., 2004; Ellepola et al., 2013; 2014). Fatores locais
como ma higiene, proteses mal adaptadas e diminuicdo do fluxo salivar também
levam ao desenvolvimento da infeccéo fungica (Silva et al., 2012; Lopez-Pintor et
al., 2016; Gurgel et al., 2017; Gauch et al., 2018).

A Diabetes Melitus é um distarbio enddcrino, crdénico, em que 0s niveis de
glicose estdo aumentados na corrente sanguinea, devido a incapacidade do
pancreas em exercer sua funcdo, ndo produzindo insulina ou produzindo em
quantidade insuficiente (Diabetes tipo 1), ou devido o corpo nao utilizar de forma
eficaz a insulina, gerando resisténcia a mesma (Diabetes tipo 2). Quando néo
controlada, a Diabetes Melitus causa hiperglicemia e predispde os individuos a
alteracdes cardiovasculares, hepdticas, renais, oculares e bucais, principalmente
(International Diabetes Federation, 2017; Hu et al., 2018).

Particularmente, em pacientes com distdrbios no controle glicémico,
observam-se efeitos que afetam a producdo e secrecao das glandulas salivares.
Pode haver também aumento da concentracdo de componentes salivares
proteicos como lactoferrina, mieloperoxidase e peroxidase salivar, além de
albumina e IgA secretora (Dodds et al., 2000; Nazir et al., 2018). Ainda devido o
comprometimento do sistema de defesa, ha maior susceptibilidade as doencas

periodontais e peri-implantares, influenciando na progressao e longevidade de
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tratamentos reabilitadores, como proteses implantosuportadas (Aguirre-Zorzano
et al., 2015; Gurgel et al., 2017; Nazir et al., 2018).

A saliva humana é caracterizada como um fluido, produzido pelas
glandulas salivares, composto por agua (99,5%), proteinas (0,3%), enzimas e sais
mineiras (0,2%) (Zeng et al., 2017). Possui funcdes relacionadas a mecanismos
fisiologicos, auxiliando na manutencéo da saude das mucosas (Nazir et al., 2018),
portanto quando ha reducao do fluxo salivar, fato que ocorre frequentemente em
pacientes diabéticos, pode impactar na ocorréncia de lesdes de céries,
desconforto e infec¢cbes orais oportunistas, devido a capacidade de
tamponamento e atividade antimicrobiana serem reduzidas (Dodds et al., 2000;
Silva et al., 2012).

Desta forma, a literatura relata que pacientes diabéticos possuem maior
prevaléncia de doencas bucais quando comparados a néo diabéticos, com
destaque para candidiase bucal, apresentando a C. albicans como espécie mais
prevalente, especialmente a medida que a idade avanca (Bezerra et al., 2019;
Ferizi et al., 2018; Uppu et al., 2018).

A proliferacdo dos microrganismos que compdem o biofilme bucal pode ser
afetada pela composicao salivar, principalmente em relacdo as proteinas, que
mantém a homeostase e modulam este mecanismo (Oncul et al., 2015; Hemadi et
al., 2017).

Logo, em decorréncia dos efeitos da interacdo C. albicans, Diabetes
Mellitus e alteracdes salivares, a compreensdo das condi¢cdes do hospedeiro,
bem como a viruléncia do fungo sédo importantes, para que terapias direcionadas
a este tipo de paciente sejam implementadas e acbes de prevencao sejam mais
efetivas (Silva et al., 2012; Ellepola et al., 2014).

Desta forma, uma vez que a Diabetes Mellitus acarreta em prejuizos aos
individuos e ao sistema de saude, a monitorizacdo do controle glicémico e seus
impactos devem ser estudadas de forma a minimizar os possiveis agravos (Nazir
et al., 2018).



O presente trabalho avaliou a influéncia dos padrdes glicémicos de
pacientes com glicemia sanguinea considerados normoglicémicos (<120 mg/dL) e
hiperglicémicos (>120 mg/dL) (valores adaptados baseados segundo o Atlas da
Federation International Diabetes (IDF- 2019), estando os individuos
alimentados), em biofiime de C. albicans nas superficies abioticas de titanio e
resina acrilica, verificando se a glicemia sanguinea promove reflexos na saliva,

impactando o desenvolvimento do biofilme.
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Resumo

Objetivo: Avaliar a interferéncia de padrdes glicémicos em biofilme de Candida
albicans (ATCC 90028) sobre superficies abioticas de resina acrilica PMMA e
tithnio. Materiais e métodos: Amostras salivares foram coletadas de forma
estimulada de 46 individuos normoglicémicos (concentragcao glicémica <120
mg/dL) e 49 hiperglicémicos (concentracao glicémica >120 mg/dL), produzindo-se
em seguida pools salivares de acordo com a condicéo glicémica. Biofilmes de C.
albicans (1x108UFC/mL) foram desenvolvidos sobre espécimes de resina acrilica
e titAnio apos formacéo de pelicula salivar adquirida (60 minutos 37°C) a partir da
saliva humana. Os biofilmes (n=12/grupo) foram analisados ap6s 24 e 72 h de
proliferacdo, com troca do meio de cultura a cada 24 h. Foram analisados a
viabilidade celular (UFC/mL), dosagem de Proteinas Totais (PT), atividade de
fosfolipase e morfologia dos biofilmes por fluorescéncia. Os dados de UFC/mL,
PT e fosfolipase foram analisados pelo teste de Mann- Whitney (a=5%) e a
fluorescéncia por método qualitativo, comparando-se todos o0s testes entre grupos
e tempos. Resultados: Verificou-se nao haver diferencas estatisticamente
significativa entre os grupos normoglicémicos x hiperglicémicos em 24 ou 72 h,
assim como nédo foi observada diferencas entre os tempos 24 x 72h para 0s
normoglicémicos e para os hiperglicémicos (p>0,05), em ambos os biofiimes
desenvolvidos sobre as superficies de resina acrilica e titanio. Concluséo: A
concentracdo de glicose sanguinea ndo influenciou a proliferacdo e o
metabolismo de biofimes de C. albicans desenvolvidos sobre superficies

abidticas.

Palavras-chave: Candida albicans, Saliva, glicemia, Implantes dentarios, Protese

dentaria



Abstract

Objective: To evaluate the effect of glycemic patterns in Candida albicans (ATCC
90028) (CA) biofilm on abiotic surfaces of PMMA acrylic resin and titanium.
Materials and methods: Stimulated salivary samples were collected from 46
normoglycemic individual (glycemic concentration <120 mg / dL) and 49
hyperglycemic individuals (glycemic concentration >120 mg / dL), after salivary
pools were produced accordingly with the glycemic condition. C. albicans biofilms
(1x108 CFU / mL) were developed on acrylic resin and titanium specimens after
salivary pellicle formation (60 minutes 37 ° C) from human saliva. The biofilms (n=
12/group) were analyzed after 24 and 72h of proliferation, with culture medium
changed every 24h. Cell viability (CFU mL), Total Protein dosage (PT),
phospholipase activity and biofilm morphology by fluorescence were analyzed.
CFU/ mL, PT and phospholipase data were analyzed by Mann-Whitney test (a =
5%) and fluorescence by qualitative method, comparing all tests between groups
and times. Results: There were no statistically significant differences between
normoglycemic x hyperglycemic groups at 24 or 72 h, and no differences were
observed between 24 x 72h for normoglycemic and hyperglycemic groups (p>
0.05) in both biofiims developed on acrylic resin and titanium surfaces.
Conclusion: The concentration of blood glucose did not influence the proliferation

and metabolism of C. albicans biofilms developed on abiotic surfaces.

Key-words: Candida albicans, Saliva, Blood glucose, Dental Implants, Dental

Prosthesis



Introducao

A Diabetes Mellitus € um distdrbio metabdlico, prevalente mundialmente,
em que ha deficiéncia absoluta ou relativa na producéo de insulina, ou resisténcia
insulinica, levando a hiperglicemia. Segundo a Federagdo Internacional de
diabetes, 32 milhdes de individuos sdo portadores de Diabetes na América
Central e América do Sul. Estima-se que em 2045 esse numero aumentara em
55% (International Diabetes Federation, 2019).

Devido ao imunocomprometimento, provocado pelo metabolismo
descompensado da glicose, a Diabetes Mellitus pode causar doencas
cardiovasculares, oculares, nefro e neuropatias, além de alteracdes orais como
aumento da predisposicdo a lesdes de carie dentaria, mudancas no paladar,
disfuncdo salivar e candidiase (International Diabetes Federation, 2017; Ferizi et
al., 2018). Essas comorbidades promovem danos aos tecidos, aumentando a
morbidade dos pacientes, exigindo assim o acompanhamento regular por equipe
multiprofissional, evitando maiores complicacdes (Gupta et al., 2015; International
Diabetes Federation, 2017).

E mais comum que a medi¢do glicémica seja realizada por meio de
exames sanguineos, entretanto como a Diabetes Mellitus acomete os individuos
de forma sistémica, a concentracdo de glicose presente no sangue pode ser
refletida na saliva, dado que a mesma € um biofluido, sendo, também um
elemento para diagndsticos (Ravindran et al., 2015; Gupta et al., 2015; Sharma et
al., 2018).

A presenca de glicose pode afetar a formacdo do biofilme, de forma que
guanto maior a concentracdo de glicose salivar, maiores sao as chances de
infeccdo e maior a viruléncia do biofilme formado (Bezerra et al., 2019).

A C. albicans possui um papel importante na patogenicidade do biofilme,
devido sua capacidade de morfogénese, aderéncia a superficies, como estruturas
protéticas e implantes, e a producdo de fosfolipases, enzimas envolvidas
diretamente na invasao do epitélio (Ellepola et al., 2013; 2017; Gauch et al., 2018;
Bezerra et al., 2019). Relata-se que individuos diabéticos possuem maior
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colonizagcdo por C. albicans, somando-se ao fato da concentracdo de glicose
elevada, a candidiase bucal possui alta prevaléncia nestes individuos (Javed et
al., 2017; Bezerra et al., 2019). Quando o fungo realiza sua morfogénese, ha um
rompimento da homeostase, aumentando a complexidade do biofilme (Bezerra et
al., 2019).

Doencas sistémicas podem causar alteracdes qualitativas e quantitativas
na saliva (Malicka et al., 2015; Uppu et al., 2018). A hiperglicemia pode levar a
alteracOes nas glandulas salivares, desregulando suas fungdes, devido alteragbes
na membrana basal e em seus componentes (Malicka et al., 2015; Bhattacharyya
et al., 2018). Diante disto, alteracdes na concentracdo de enzimas e proteinas da
saliva, como histatinas, mucina, lactoperoxidase, mieloperoxidase, defensinas,
peptideos, lactoferrina, IgA secretora e albuminas podem predispor os diabéticos
a infeccbes (Alves et al., 2012, Hemadi et al., 2017; Uppu et al., 2018).

O acumulo de biofilme ao redor de implantes e préteses gera resposta
inflamatéria aguda, prejudicando a osseointegracdo, assim como exerce
influéncia direta no controle glicémico, embora outros fatores, como a deficiéncia
na higiene, também podem contribuir para instalacdo de infeccbes (Monje et al.,
2016; Heitz-Mayfield e Salvi, 2018).

Estudos tém sugerido maiores concentracbes de glicose favorecendo o
metabolismo da C. albicans, assim como também apontam maior susceptibilidade
de pacientes diabéticos a infec¢des bucais, especialmente aqueles que fazem uso
de préteses (Javed et al., 2017; Misha et al., 2019). Portanto, faz-se necessario
verificar se a saliva constitui um fator relacionado ao desenvolvimento dos
biofilmes, de forma a desenvolver estratégias para combater estas infeccdes

Assim, avaliou-se a interferéncia de padrdes glicEmicos em biofilme de C.
albicans nas superficies abidticas de titAnio e resina acrilica, verificando se a
glicemia sanguinea promove reflexos na saliva, impactando o desenvolvimento do

biofilme.



Materiais e Métodos

Considerac6es Eticas

O presente trabalho foi realizado de acordo com a legislagdo vigente
(466/12) do Conselho Nacional de Saude (CNS) e com os principios da
Declaracdo de Helsinki. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba-
UFPB (CEP/CCS-UFPB), sob CAAE n.° 97144618.3.0000.5188.

Coleta de Saliva

Primeiramente, foi realizada a medicdo glicémica, por meio do teste da
glicemia capilar, utilizando glicosimetro (Accu Chek Active, Roche, Brasil),
conforme as instrucdes do fabricante. Em seguida, realizou-se a coleta salivar,
empregando-se o estimulo do fluxo salivar, com uso de filme de parafina
(Parafilm M; American Can Co, Neenah, WI, USA) como método. O participante
foi orientado a mascar uma amostra de filme de parafina durante 2 minutos e em
seguida a coleta da saliva foi realizada em tubos estéreis de 15 mL, durante 2
minutos adicionais (Justino et al., 2017). As amostras foram codificadas de acordo
com o0 grupo pertencente, armazenadas em ambiente refrigerado portatil e
levadas ao Laboratério de Microbiologia Oral onde foram manipuladas e
armazenadas.

Amostras salivares de 95 pacientes foram obtidas, sendo 46
normoglicémicos e 49 hiperglicémicos. A coleta foi realizada na sala de espera
para o atendimento odontolégico, a maior parte em periodo vespertino,
aproximadamente 2h apds refeicao.

Foram incluidos individuos de ambos os géneros, com idade entre 35 e 70
anos, que nao faziam uso de antibiéticos ou antifungicos. Nao foram realizados
exames bucais e pacientes que faziam uso de proteses, aparelhos ortodénticos e

fumantes néo foram excluidos da pesquisa.
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A coleta salivar foi realizada em pacientes atendidos pelo Centro
Odontoldgico de Cruz das Armas (COCA), localizado no bairro de Cruz das
Armas (Av. Cruz das Armas, s/n, Jodo Pessoa, PB, CEP: 58087100, Brasil).
Todos os individuos foram inseridos no estudo apds assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE).

O critério para diagnostico da Diabetes utilizado foi baseado em valores
adaptados do Atlas da Federacdo Internacional de Diabetes (2019):
normoglicémicos (< 120 mg/dL) e hiperglicémicos (> 120 mg/dL) de valores

sanguineos, entretanto medidos em pacientes alimentados.

Caracterizagdo da amostra de individuos participantes
Os pacientes participantes da pesquisa foram caracterizados quanto ao

sexo e idade média, além da categorizacdo em normoglicémico e hiperglicémico.

Manipulagdo das amostras salivares

As amostras salivares foram centrifugadas por 8 minutos (4.500 g, 10 °C), o
sobrenadante esterilizado por sistema de filtracdo (KASVI® ; 0,22um) e em
seguida armazenadas a -4°C em 10% de DMSO. Apos, foram produzidos pools
salivares de acordo com a condi¢cdo glicémica. As amostras foram utilizadas para
formacao da pelicula salivar sobre a superficie dos espécimes. Para tanto, foram
descongeladas a temperatura ambiente, sendo ao fim do estudo, descartadas

juntamente ao lixo biolégico e contaminado.

Preparacdo dos Espécimes

Foram utilizados espécimes de titnio e resina acrilica a base de
polimetilmetacrilato (PMMA). Os espécimes de titanio, fabricados de titanio tipo IV
comercialmente puro (1,3 x 1,3 x 0,2 cm), foram esterilizados em autoclave a
121°C por 15 minutos. Os espécimes de resina acrilica PMMA (TDV, Santa
Catarina, Brasil) foram confeccionados de acordo com as recomendacfes do

fabricante para dosagem e manipulacdo do po6 acrilico e liquido monomérico.
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Ainda durante a fase de trabalho, a resina foi inserida em matriz metalica com
dimensdes de 10 mm de diametro por 2 mm de espessura (Bertolini et al., 2014).
Em seguida foram esterilizados por 6xido de etileno.

O perfil de rugosidade de superficie dos espécimes de resina acrilica e
titAnio foram analisados para alocacdo dos mesmos em grupos com rugosidade
semelhantes. Este perfil geométrico superficial foi avaliado por perfilometria éptica
em Perfilbmetro CCI MP (Taylor Hobson), com aumento de 20x, na area total do
espécime, considerando-se os padrbes de medicdo xy (1024x1024 pixel), xyz
(512x512 pixel) e z (256x256 pixel). A velocidade foi estabelecida em 3x e o0s

valores de rugosidade medidos em um.

Microrganismo envolvido

Reativou-se cepa de referéncia de C. albicans (ATCC 90028), em meio de
cultura Agar Sabouraud Dextrose (Difco, Detroit, USA), durante 24 h, a 37 °C, em
atmosfera de aerobiose. ApGs esse periodo, trés a cinco coldnias foram coletadas
e suspendidas em 5 mL de caldo RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Apoés incubacgéo a 37° C, por 24 h, o conjunto foi centrifugado e as células
suspendidas em 5 mL de solucéo salina estéril (NaCl 0,9%).

Com auxilio do espectrofotbmetro (LGL Scientific 0741/16, Brasil), foi
determinada a concentracao de células, utilizando comprimento de onda de 600

nm, e densidade éptica de 0,1 contendo aproximadamente 1,0 x 10° células/mL.

Desenvolvimento dos Biofilmes e tratamentos

Os espécimes (n=12/grupo) foram inseridos horizontalmente em placas de
24 pocos (KASVI®) e submetidos a formagdo da pelicula salivar humana, de
acordo com cada grupo (normoglicémicos e hiperglicémicos), permanecendo em
estufa (Callmex, Florianopolis, Brasil) por 60 minutos, a 37°C. O inéculo foi
semeado e as amostras incubadas a 37° C, por 24 e 72h, com troca do meio de
cultura (RPMI 1640) a cada 24h. Ao meio de cultura foi adicionado 10% de saliva,

de acordo com a condi¢éo glicémica pré-estabelecida.
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As placas com os espécimes de titanio foram incubadas em microaerofilia

(37°C), com o objetivo de simular o ambiente peri-implantar.

Andlise da Viabilidade Celular (UFC/mL)

Para analise da viabilidade celular, os espécimes (n=12/grupo) foram
transferidos para tubos contendo 1,0 mL de solucéo salina estéril, submetidos a
agitacdo em vértex por 60 segundos, seguida da diluicdo seriada das aliquotas
para determinacdo do nimero de microrganismos viaveis (10! até 10).

Aliguotas de 10 pL de cada diluicado seriada foram semeadas em placas de
agar sabouraud dextrose (Merck KGaA, Alemanha), em triplicata. As placas foram
entdo incubadas a 37°C por 48 h para posterior contagem de coldnias viaveis. A
contagem do nuamero de células viaveis foi realizada e os valores multiplicados
pela diluicdo seriada e convertidos em escala logaritmica. Os dados foram

expressos em unidades formadoras de colénia por mililitro (UFC/mL).

Producédo de Proteinas Totais

A dosagem de Proteinas Totais foi realizada por meio do Ensaio do Ponto
Final, utilizando o ensaio de biureto. Os espécimes (n=12/grupo) foram lavados
com solucao salina estéril e submetidos a agitacdo em vortex por 120 segundos.
Em seguida, foram centrifugados por 5 minutos e o sobrenadante descartado.
Para ressuspensao foi acrescentado 50 pL de Hidréxido de Sodio (NaOH) a 1 M,
vortexado e centrifugado por 10 segundos, para lise celular. De acordo com as
recomendacdes do fabricante, foram adicionados em tubos, 20 uyL das amostras
e 1 mL do reagente biureto. Em um tubo sem amostra, para definir o padrdo
foram adicionados 20uL do padrdo do teste e para o branco, 20uL de solucéo
salina. As amostras foram incubadas por 10 minutos a 37°C. Apds, a leitura foi
realizada em um espectrofotbmetro e a absorbancia determinada a 495 nm. A
dosagem de Proteinas Totais foi calculada multiplicando a absorbancia do teste
pelo fator de calibracéo, definido a partir do padrdao do teste (albumina bovina 4
g/dL).
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Avaliacdo da atividadede de Fosfolipases

A producdo de fosfolipase (n=12/grupo) foi realizada de acordo com o
método proposto por Price et al. (1982). A base do meio de cultivo foi preparada
utilizando 10 g de peptona, 30 g de glicose, 57,3 g de cloreto de sédio, 0,55 g de
cloreto de calcio e 20 g de agar para 1L de agua destilada. O meio foi esterilizado
em autoclave, resfriado a 50°C e adicionados 80 mL de emulsdo de gema de ovo
com 0,15% de telurito de potassio (Laborclin Produtos Pinhais, PR, Brazil). Apos o
cultivo dos biofilmes de C. albicans (ATCC 90028), as células foram removidas
das superficies e aliquotas de 20 uL inoculadas no meio de cultura a base de
gema de ovo durante 7 dias a 37 °C.

Finalizado o tempo de incubagéo, o didmetro das zonas hialinas ao redor
das coldnias foram mensuradas em mm, com auxilio de um paquimetro
diretamente das placas de petri. A atividade da fosfolipase (valor de PZ/PH) foi
medida em termos de razdo entre o diametro total da colonia e a zona de
precipitagédo. A atividade foi categorizada em 3 escores: PZ/PH <0,64 (fortemente
positiva), 0,64 <PZ/PH <1 (positiva) E PZ/PH =1 (auséncia de atividade).

Fluorescéncia

Para avaliagdo da morfologia da C. albicans foi utilizada microscopia de
fluorescéncia com fluor6foro Calcofluor White (CFW). Os biofilmes desenvolvidos
sobre as superficies dos espécimes de resina acrilica e titanio (n=4/ grupo) foram
analisados quanto a sua estrutura utilizando microscopia de fluorescéncia
(EVOS™ FL Imaging System — ThermoFisher Scientific).

As amostras foram fixadas em solugédo tampao de formalina a 10% (v/v)
(EasyPath) e em seguida, o biofilme foi marcado com Calcofluor White (1% (v/v)
(Sigma-Aldrich) (excitacdo 380 nm/ emissdo 475 nm) previamente diluido em
solugcdo salina 0,9%. Aliquotas de 20uL do CFW foram inserid