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Resumo

A candidose bucal € mencionada como um efeito secundario do abuso de esteroides
androgénicos anabolizantes (EAA). Contudo, a interagdo entre EAA e Candida
albicans ainda é desconhecida. O objetivo deste estudo foi avaliar se fatores de
viruléncia como formacao de biofilme e secrecdo de proteases sdo incrementados
quando o fungo se encontra em presenca de esteroides anabolizantes. Trés cepas
de Candida albicans (ATCC®90028™, SC5314 e 15A2) foram desafiadas a formar
biofilme dinamico em presenca de EAA em concentragdes fisiologica (6,5 ng.mL™",
para testosterona) ou equivalente-fisioldgica (6,5 ng.mL”', para nandrolona,
oximetolona e boldenona), bem como em concentragcbes suprafisioldégicas (65
ng.mL" e 650 ng.mL"), comumente encontradas em fisiculturistas. Os biofilmes
tiveram suas biomassas estimadas e a secrecdo de proteases foi medida.
Diferencas entre os tratamentos foram acessadas por comparacées multiplas de
Games-Howell. De forma geral, os EAA aumentaram concomitantemente as
biomassas e a atividade proteolitica, com caracteristicas de dose-dependéncia.
Logo, os fatores de viruléncia avaliados foram incrementados. A associacado desses
dois fatores pode ser considerada como um efeito colateral danoso, pois aumenta a

destruic&o local dos tecidos e a persisténcia do fungo.

Palavras-Chave: Candida albicans. Biofilmes. Anabolizantes.



Abstract

Oral candidose is mentioned as a secundary effects of androgenic anabolic steroid
(AAS) abuse. However, the interaction between AAS and Candida albicans is still
unknown. The aim of this study was to evaluate whether virulence factors such as
biofilm formation and secretion of proteases are increased when the fungus is in the
presence of anabolic steroids. Three Candida albicans strains (ATCC®90028™,
SC5314, and 15A2) were challenged to form dynamic biofilms in presence of AAS in
physiological (6.5 ng.mL', for testosterone) or equivalent-physiological
concentrations (6.5 ng.mL™", for nandrolone, oxymetholone, and boldenone), as well
as in supraphysiological concentrations (65 ng.mL'1 and 650 ng.mL'1), commonly
found in bodybuilders. Biofilms had their biomasses and proteases’ secretion
measured. Differences between treatments were assessed by Games-Howell
multiple comparisons test. In a general way, AAS concomitantly increased biomasses
and proteolytic activities, with characteristics of dose-dependency. Thus, the
virulence factors evaluated were increased. The combination of these two factors can
be considered as a deleterious side-effect because it increases the local tissue

destruction and fungal persistence.

Key-words: Candida albicans. Biofilms. Anabolics Agents.
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1 INTRODUGAO

Os esteroides androgénicos anabolizantes (EAA) sado farmacos amplamente
usados de forma ilicita para ganho de massa muscular, aumento de forga e redugao
de gordura corporal. Esses fatores levariam a “melhora” da imagem, com aumento
da auto-confianca (1; 2; 3).

O abuso entre adultos jovens se mostra maior entre homens. Foi relatado que
6% dos homens e 1,4% das mulheres frequentadores de academias de ginastica no
Reino Unido faziam uso de EAA (4). Contudo, o abuso entre adolescentes € mais
preocupante. Um levantamento conduzido pelo Youth Risk Behavior Surveillance
System mostrou que 3,3% (2,9-3,8%) dos estudantes secundaristas norte-
americanos usam/usaram EAA sem prescrigdo meédica (5).

No Brasil, o abuso dos EAA apresenta nuances particulares. A admisséo de
consumo varia de 6,5 a 19% entre os frequentadores de academias de ginastica (6;
7; 8; 9), sendo que, entre educadores fisicos, tal admissdo de consumo sobe para
25,57% (10). Ainda, o baixo poder aquisitivo dos fisiculturistas oriundos de bairros
populares (11) e de classe média (12) leva ao consumo de esteroides de uso
veterinario, muitas vezes contrabandeados de paises vizinhos. Tais produtos sao
mais baratos e pretensiosamente levariam a resultados precoces, se utilizados em
concentragdes suprafisiologicas.

Estudos mostram que a maioria dos usuarios relata efeitos colaterais quando
do abuso de EAA (13; 14; 15; 16; 17). A candidose bucal € mencionada como um
efeito secundario desse abuso (18; 19). A despeito da reducdo de
imunocompeténcia, a interagao entre EAA e Candida albicans ainda € desconhecida

(20; 21; 22).
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Fungos apresentam proteinas de ligagdo a esteroides androgénios (23; 24;
25) e a progesterona ou estradiol (26; 27; 28). Uma vez ligadas, essas moléculas
podem promover biotransformacdes (29), bem como, alteragées morfoldgicas (30) e
de viruléncia (31).

E sabido que Candida albicans apresenta receptores para esteroides (32; 33)
e existem indicios de que tais substédncias modulam sua viruléncia (30; 32; 34).
Enquanto a maioria dos estudos publicados se concentra em estrégenos e
correlatos, informacgdes sobre interagbes entre o fungo e os EAA praticamente
inexistem, embora C. albicans seja capaz de converter testosterona de novo a partir
de metabdlitos androstenediona e androstenediol encontrados em urina infectada de
esportistas (29).

A possibilidade de modulacido de viruléncia fungica por EAA permanece
desconhecida. E necessario avaliar se fatores como formacéo de biofilme, secrecéo
de enzimas histoliticas (proteases, esterases, fosfolipases) e hemolisinas,
resisténcia aos antifungicos e capacidade de penetracao, dentre outros, também sao
incrementados quando o fungo se encontra em presenca de esteroides
anabolizantes.

O objetivo deste estudo foi avaliar se fatores de viruléncia como formagao de
biofilme e secre¢ao de proteases s&o incrementados quando o fungo se encontra

em presencga de esteroides anabolizantes.

2 MATERIAL & METODOS

2.1 Cepas de C. albicans
As cepas empregadas no estudo, bem como suas origens sao apresentadas

na tabela 1.
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2.2 Compostos esteroides

Os EAA empregados neste estudo (tabela 2) foram escolhidos dentre outros,
com base na informacao existente de que sao moléculas muito utilizadas sem
prescrigdo meédica (1), principalmente por praticantes de musculagao.

Solugdes-estoque contendo os EAA na concentracdo de 6,5 pg.mL'1 foram
preparadas em DMSO. As concentragdes de trabalho utilizadas foram 6,5 ng.mL'1
(valor baseado na média aritmética dos valores fisioldgicos de testosterona, 35; 36),
65 ng.mL' e 650 ng.mL’ (valores baseados nos niveis de testosterona
suprafisiolégica encontrados em praticantes de musculagdo, 37). Nao foram
consideradas oscilagdes circadianas. Quando se tratava de testosterona, as
concentracbes foram denominadas fisioldgica ou suprafisioldgica (1x[fisiol],
10x([fisiol], ou 100x[fisiol]); quando se tratava dos outros EAA, as concentragdes
foram denominadas equivalente-fisiolégica ou equivalente-suprafisioldgica
(1x[eq.fisiol], 10x[eq.fisiol], ou 100x[eq.fisiol]).

As solugdes-estoque de EAA foram diluidas em Steroid Testing Medium
(STM) composta de YNB (BD Co.), com albumina bovina 0,2% (BSA, Sigma-Aldrich
Co.), glucose 2% e Protovit®Plus 0,25% (Bayer GmbH). A glucose era diluida em
agua deionizada e esterilizada em autoclave. YNB, BSA e Protovit®Plus eram
filtrados em membrana 0,22 ym e, entdo, misturados a solugéo de glucose. O meio
assim preparado foi mantido a 37 °C e normodxia (N2 80%+02 20%), por 24 h, para
verificar contaminagdes. Como controle-negativo foi empregado STM sem adi¢ao de

esteroides.

2.3 Adaptacgao celular
As cepas foram crescidas em STM (controle) ou em STM+EAA (grupos

experimentais) e incubadas a 37 °C, por 24 h em normoéxia. As células foram

13
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colhidas por centrifugagao (5000 x g) e lavadas com H,O deionizada estéril, trés
vezes. Entdo, foram resuspendidas em H;O deionizada estéril até ca. 3x10’

células.mL™ (ODgoo = 1,0), e utilizadas imediatamente.

2.4 Formacao de biofilmes aerébios em fluxo dinamico

Um disco de papel-filtro de 80 mm foi esterilizado em autoclave e seco em
estufa. Sobre ele foram dispensados 30 discos estéreis de papel para antibiograma
de 0,5 mm (Cefar Diagndstica Ltda), de forma a cobrir sua periferia, mas sem
sobreposicionamento desses discos. Nesses discos de antibiograma foram
dispensados 10 uL de suspensdes aerdbias padronizadas crescidas em presenca de
EAA ou controle.

Esse conjunto foi inserido em Biorreator para Biofilmes sobre Papel (PEBR,
Figura 1) e receberam fluxo continuo de STM (controle) ou STM+EAA (grupos
experimentais), na vazéo ca. 100 pL.min™". Os discos foram incubados a 37 °C, por

72h.
2.5 Quantificacoes dos fatores de viruléncia soluveis

2.5.1 Proteases

Apods o término das incubacgobes, os sistemas foram desmontados e 12 discos
contendo biofilmes foram removidos e inseridos verticalmente em microtubos de 1,5
mL. Os microtubos foram preenchidos com 800 uL de solugdo contendo BSA 0,2
mg.mL™", tamp&o citrato de sédio 10 mM e acido citrico 10 mM (pH 5,0), e foram
incubados a 37 °C, por 4 h e 100 rpm. Decorrido o tempo de digestao, aliquotas de
100uL de sobrenadantes foram combinadas com volumes de 100 uL de solugéo de
Coomassie (Coomassie brilliant blue G-250 0,025%, etanol 11,75%, acido fosforico

21,25%) em placas de microtitulagdo de fundo chato de 96 pogos. Apds 5 min, as

14



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

densidades oOpticas das misturas foram determinadas em 540 nm. Como controles,
foram utilizadas repeti¢gdes de solugao de Coomassie com agua deionizada (blank) e
repeticdes da solugdo BSA/citrato com solucdo de Coomassie (basal concentration).

Uma unidade enzimatica foi arbitrariamente determinada como sendo a
quantidade de enzima capaz de promover a digestdo de um micrograma de BSA,
por mililitro, por minuto. Unidades de atividade proteolitica pela absorbancia da

reducdo de MTT (abaixo) foram tomadas como atividade proteolitica especifica.

2.6 Estimativa da biomassa

Apo6s o término da incubacdo, com os sistemas desmontados, outros 12
discos foram removidos e inseridos verticalmente em microplaca fundo U de 96
pocos. Os pocos foram preenchidos com 100 yL de MTT 1 mg.mL'1 a cada poco-
teste, assim como aos pogos-controle, que continham discos estéreis sem biofilme
(38). As placas foram incubadas no escuro, a 37 °C, por 4 h e 100 rpm. Apds a
incubacdo, o MTT n&o reativo foi drenado por aspiracdo e 200 pyL de alcool
isopropilico foram acrescentados. Passados 5 min, 100 yL do sobrenadante foram
transferidos para microplacas de fundo chato de 96 pogos e as alteragdes de cor

foram medidas em 540 nm.

2.7 Estatistica

Todos os testes acima descritos foram conduzidos com 30 repeticbes. Os
dados foram testados quanto a sua normalidade de distribuicdo e submetidos aos
testes estatisticos apropriados. As diferengcas foram acessadas apds analise por
ANOVA, seguida de comparag¢des multiplas de Games-Howell, com intervalo de
confianga de 95% e p < 0,05. Foi empregado o pacote estatistico SPSS 20.0 (IBM

Co.).
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3 RESULTADOS

Os resultados obtidos a partir das leituras permitiram a construgdo de
diagramas cartesianos que situam as diferentes possibilidades em uma dispersao de
biomassa vs atividade proteolitica. A distribuicdo espacial das médias dos
tratamentos permitiu obter consensos para estimativa de biomassa do biofiime e
para atividade proteolitica.

Esses consensos foram estabelecidos com base na relacdo de ordem
crescente de valores para cada cepa e para a média da somatoria de todas as
cepas (¥), para cada farmaco estudado. Assim, a partir das relagbes de ordem
definidas pelas leituras, foi determinado o consenso geral, onde cada coluna foi
avaliada quanto ao tratamento com maior numero de repeticbes, seguida de
diferencas ou similaridades, também com maior numero de repeticdes e, assim
sucessivamente até o término dos tratamentos para todos os farmacos testados. No
caso de empate de colunas em relacdo ao tratamento ou as diferencas ou
similaridades, a proxima coluna era utilizada como critério de desempate, levando
em conta sempre 0 maior numero de repeticbes presentes na coluna e aplicando o
principio de parciménia quanto a quantidade e ordem dos tratamentos nas
respectivas colunas (Tabela 3 e 4).

Foi observado que concentragdes mais elevadas de testosterona promovem
incrementos na atividade proteolitica das diferentes cepas, o que reflete na média
geral (Figura 2). Os consensos permitiram observar que, em termos de biomassa, a
concentracao 100x[fisiol] foi inferior a 10x[fisiol] (Tabela 3) e que, para atividade
proteasica esse quadro se revertia (Tabela 4).

De modo geral, os diferentes tratamentos com nandrolona incrementaram a

atividade proteasica de forma dose-dependente (Figura 3). Os consensos obtidos
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foram ctrl < 1x[eq.fisiol] < 100x[eq.fisiol] < 10x[eq.fisiol], para biomassa e ctrl <
1x[eq.fisiol] < 10%[eq.fisiol] < 100x[eq.fisiol], para atividade proteasica.

A oximetolona também induziu aumentos significativos na atividade
proteasica; contudo, diferente dos EAA anteriores, houve uma tendéncia a reducao
das biomassas dos biofilmes, principalmente na concentragdo 100x[eq.fisiol] (Figura
4). No entanto, essa redug¢ao na biomassa, nao refletiu em redugcdes nos valores de
atividade proteasica especifica, que, pelo contrario, tenderam a ser aumentados. A
oximetolona tendeu a promover maior incremento da secre¢cao de proteases em
concentracdes 1x[eq.fisiol] e 100x[eq.fisiol]; diferente dos EAA anteriores. A
reducdo na biomassa levou a obtencdo de um consenso de relagdo de ordem
100x[eq.fisiol] < 1x[eq.fisiol] < 10x[eq.fisiol] < ctrl. Quanto a atividade proteasica, a
relagao de ordem foi ctrl < 10x[eq.fisiol] < 1x[eq.fisiol] < 100x[eq.fisiol].

A boldenona promoveu aumentos proporcionais de biomassa e atividade
proteasica no controle e nos tratamentos 1x[eq.fisiol] e 10x[eq.fisiol] (Figura 5).
Entretanto, na concentracdo 100x%[eq.fisiol] apresentou um grande incremento na
secrecao de proteases. Os consensos apresentaram relagdo ordem dose-
dependente para estimativa de biomassa e para atividade proteolitica de maneira
muito mais pronunciada que para os demais EAA.

Para obter uma visdo geral acerca da influéncia dos EAA na viruléncia
mediada pelos fatores aqui analisados, foram extraidos seus respectivos consensos
(Tabelas 3 e 4, Consensos Gerais). A biomassa geral mostrou uma relagao de
ordem ctrl < 1x[eq.fisiol] < 100x[eq.fisiol] < 10%[eq.fisiol]. A relacdo de ordem para

atividade proteasica geral foi ctrl < 1x[eq.fisiol] < 10x[eq.fisiol] < 100x[eq.fisiol].

4 DISCUSSAO
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Este estudo nao prospectou vias de transducado de sinal, tampouco genes
envolvidos no aumento de viruléncia. Contudo, o mesmo € pioneiro na investigagao
de possibilidade de incremento de fatores de viruléncia em C. albicans induzido por
EAA, tdo empregados ilicitamente. Este estudo verificou que os fatores de viruléncia
como formacéo de biomassa e secregao de proteases sao incrementados quando C.
albicans se encontra na presenga de anabolizantes.

Como regra geral, os EAA aumentaram a biomassa dos biofilmes para todas
as concentragbes testadas. Nesse contexto, (18) obtiveram que praticantes de
fisiculturismo usuarios de EAA apresentaram maior carga fungica subgengival que
nao usuarios, independentemente da competéncia imune dos individuos dos dois
grupos. Ainda, a manutengao da viabilidade de C. albicans exposta aos esteroides
androgénicos € mantida mesmo em doses muito superiores aquelas utilizadas neste
estudo (39).

A oximetolona, no entanto, reduziu a biomassa dos biofilmes. Hipotetizamos
que caracteristicas relacionadas a estrutura molecular da oximetolona possam estar
envolvidas na diversidade de resultados encontrada.

Os aumentos na formagao de biofilmes de C. albicans verificados no presente
estudo s&o preocupantes, pois € sabido que esses secretam, proporcionalmente,
mais proteases que células planctdnicas livres n&o provenientes de biofilme (40) e
que o potencial de agressividade do fungo em biofilme &€ uma caracteristica que
passa a ser mantida mesmo apds a dissociacdo de suas células para a fase
plancténica (41; 42; 43; 44).

Os consensos obtidos revelaram a existéncia de uma tendéncia dose-

dependente na expressao da viruléncia associada a secrecdo de proteases. A
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agressividade de C. albicans mediada por essas enzimas é bem conhecida (45; 46;
47; 48; 49; 50), principalmente no desenvolvimento de infec¢des ativas (51; 52).

O mecanismo pelo qual os EAA promovem elevagbes na secrecao de
proteases permanece incerto. Provavelmente, de forma semelhante ao que ocorre
com progesterona (34), o estresse causado pela exposi¢gdo a concentragdes supra-
fisiologicas leva a co-expressdo de genes controlados por fatores de transcricdo
como EFG1, CPH1, TUP1 ou outros.

Em suma, os EAA aumentaram concomitantemente as biomassas e a
atividade proteolitica, com caracteristicas de dose-dependéncia. A associacio
desses dois fatores pode ser considerada preocupante ou até mesmo um efeito
colateral danoso nos usuarios, pois aumenta a possibilidade de destruigao local (53)

e a persisténcia do fungo (54; 48) nos tecidos infectados.
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Tabelas

Tabela 1. Cepas de C. albicans empregadas no estudo

Cepas Origem Citacao
ATCC®90028™
&nci 55
SC5314 Cepas referéncia
. - >
15A2 Bolsa periodontal com profundidade = 3,00 56

mm
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Tabela 2. AAS empregados no estudo (1)

Grupo Principio Numero Nome Fabricante
experimental Ativo CAS comercial
e Propionato de 57-85.2
testosterona
Multiésteres * Feniipropionato o5 49 g
de testosterona ®
AAS#1 de | o d 15262-86 Durateston Merck & Co, Inc
testosterona * 'Socaproato de ~oo”
testosterona 9
e Caproato de 5721-91-5
testosterona
AAS#2 Decanoato de nandrolona 360-70-3 Deca-_ ® Merck & Co, Inc
Durabolin
AAS#3 Oximetolona 434-07-1 Hemogenin® Sanofi-Aventis
Farm. Ltda
AAS#4 Undecilenato de boldenona 846-48-0 Equipoise® Pfizer Ltda
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Tabela 3. Relagdes de ordem para estimativa de biomassa de biofilmes dinamicos de C. albicans crescidos sob influéncia de AAS.

AAS Cepa Relagdo de ordem
ATCC®90028™ Ctrl < 100x[physiol] < 10x[physiol] < 1x[physiol]
SC5314 1x[physiol] < Ctrl < 100x[physiol] < 10x[physiol]
Testosterona 15A2 10x[physiol] < Ctrl = 1x[physiol] < 100x[physiol]
D Ctrl < 1x[physiol] < 100x[physiol] < 10x[physiol]
*Consenso 1 Ctrl < 1x[physiol] < 100x[physiol] < 10x[physiol]
ATCC®90028™ Ctrl < 100x[equiv.physiol] < 1x[equiv.physiol] = 10x[equiv.physiol]
SC5314 1x[equiv.physiol] < 100x[equiv.physiol] < 10x[equiv.physiol] < Ctrl
Nandrolona 15A2 Ctrl < 1x[equiv.physiol] < 100x[equiv.physiol] <  10x[equiv.physiol]
5 1x[equiv.physiol] = Ctrl < 100x[equiv.physiol] < 10x[equiv.physiol]
*Consenso 2 Ctrl < 1x[equiv.physiol] < 100x[equiv.physiol] <  10x[equiv.physiol]
ATCC®90028™ Ctrl < 1x[equiv.physiol] =  10x[equiv.physiol] < 100x[equiv.physiol]
SC5314 100x%[equiv.physiol] < 1x[equiv.physiol] < 10x[equiv.physiol] < Ctrl
Oximetolona 15A2 100%[equiv.physiol] < Ctrl < 1x[equiv.physiol] = 10x[equiv.physiol]
¥ 100x[equiv.physiol] < 1x[equiv.physiol] < 10x[equiv.physiol] < Ctrl
Consenso 3 100x[equiv.physiol] < 1x[equiv.physiol] < 10x[equiv.physiol] < Ctrl
ATCC®90028™ Ctrl < 1x[equiv.physiol] < 100x[equiv.physiol] < 10%[equiv.physiol]
SC5314 10x[equiv.physiol] = 100x[equiv.physiol] = 1x[equiv.physiol] < Ctrl
Boldenona 15A2 Ctrl < 10x[equiv.physiol] < 1x[equiv.physiol] < 100x[equiv.physiol]
5 Ctrl = 1%[equiv.physiol] < 10x[equiv.physiol] <  100%[equiv.physiol]
Consenso 4 Ctrl < 1x[equiv.physiol] < 10%x[equiv.physiol] < 100%[equiv.physiol]
*Consenso Geral Ctrl < 1x[physiol/equiv] < 100x[physiol/equiv] < 10x[physiol/equiv]

As diferengas foram obtidas apds analise por comparagdes multiplas de Games-Howell, com intervalo de confianga de 95% e p < 0,05. (*)
demonstra a similaridade entre os consensos de AAS diferentes e o consenso geral.
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Tabela 4. Relagdes de ordem para atividade proteasica de biofilmes dindmicos de C. albicans crescidos sob influéncia de AAS.

AAS Cepa Relagao de ordem
ATCC®90028™ Ctrl = 1x[physiol] < 10x[physiol] < 100x[physiol]
SC5314 Ctrl < 1x[physiol] < 10x[physiol] < 100x[physiol]
Testosterona 15A2 Ctrl = 1x[physiol] < 10x[physiol] < 100x[physiol]
5 Ctrl = 1x[physiol] < 10x[physiol] < 100x[physiol]
*Consenso 1 Ctrl = 1x[physiol] < 10x[physiol] < 100x[physiol]
ATCC®90028™ Ctrl < 1x[equiv.physiol] =  10x[equiv.physiol] <  100x[equiv.physiol]
SC5314 Ctrl < 10x[equiv.physiol] < 1x[equiv.physiol] < 100x[equiv.physiol]
Nandrolona 15A2 Ctrl < 1x[equiv.physiol] < 10x[equiv.physiol] < 100x[equiv.physiol]
D Ctrl <  1x[equiv.physiol] = 10x[equiv.physiol] < 100x[equiv.physiol]
Consenso 2 Ctrl < 1x[equiv.physiol] < 10x[equiv.physiol] < 100x[equiv.physiol]
ATCC®90028™ Ctrl < 10x[equiv.physiol] < 100x%[equiv.physiol] < 1x[equiv.physiol]
SC5314 Ctrl < 10x[equiv.physiol] < 1x[equiv.physiol] < 100%[equiv.physiol]
Oximetolona 15A2 Ctrl < 1x[equiv.physiol] = 10x[equiv.physiol] < 100x[equiv.physiol]
5 Ctrl < 10x[equiv.physiol] < 1x[equiv.physiol] = 100x[equiv.physiol]
Consenso 3 Ctrl < 10x[equiv.physiol] < 1x[equiv.physiol] < 100%[equiv.physiol]
ATCC®90028™ Ctrl = 10x[equiv.physiol] < 1x[equiv.physiol] < 100x[equiv.physiol]
SC5314 Ctrl = 1x[equiv.physiol] < 10x[equiv.physiol] < 100x[equiv.physiol]
Boldenona 15A2 1x[equiv.physiol] = 10x[equiv.physiol] < Ctrl < 100x[equiv.physiol]
¥y Ctrl = 1x[equiv.physiol] = 10x[equiv.physiol] < 100x[equiv.physiol]
*Consenso 4 Ctrl = 1x[equiv.physiol] < 10x[equiv.physiol] < 100x[equiv.physiol]
Consenso Geral Ctrl < 1x[physiol/equiv] < 10x[physiol/equiv] < 100x[physiol/equiv]

As diferencas foram obtidas apos andlise por comparagdes multiplas de Games-Howell, com intervalo de confianga de 95% e p < 0,05. (*)
demonstra a similaridade entre os consensos de AAS diferentes.
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