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Nunes TSBS. Efetividade de solucfes desinfetantes associadas ou nhdao a escovacao
no controle do biofilme de uma resina impressa para base de prétese total [tese de
doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2023.

RESUMO

A formacao de biofilme nas bases das proteses € um problema clinico frequente,
favorecendo o desenvolvimento da estomatite protética. Entretanto ndo ha estudos
avaliando um protocolo de higiene adequado para préteses totais confeccionadas
com uma resina impressa para base de dentadura. O objetivo deste estudo foi
avaliar a eficacia da imersdo em hipoclorito de sodio 0,25%, clorexidina 2% e
peréxido alcalino, associada ou ndo a escovacdo em solucdo de sabonete, no
controle do biofilme formado sobre uma resina para base de dentadura
confeccionada pela impressao 3D. Espécimes circulares (10 mm diametro x 1,2 mm
espessura) de duas resinas [Cosmos (COS-grupo experimental) e Classico (CLA-
grupo controle)] foram contaminados in vitro com cepas de Candida albicans para
formacao de biofilme de 48 horas, em seguida foram submetidos aos protocolos de
higiene envolvendo a imersdo em solucfes desinfetantes (hipoclorito de sodio
0,25%, clorexidina 2%, peroxido alcalino e PBS- controle) associados ou ndo com a
escovacao mecanica com solucdo de sabonete Lifebuoy 0,78%. A efetividade
desses protocolos foi avaliada por meio da contagem de unidades formadoras de
colénias (UFC/mL, n=9), avaliagdo do metabolismo celular (ensaio de XTT, n=9),
MEV (n=4) e microscopia confocal a laser (n=2) para avaliar arquitetura dos
biofilmes sobre os espécimes. A rugosidade foi avaliada antes e ap0s 0s protocolos
de higiene (imersdo + escovacado) por meio de um rugosimetro digital (n=9). Todos
os dados foram analisados pelos testes de T de student, ANOVA/Welch e pos-hoc
de Tukey/Gomes-Howell (a = 0,05), exceto as imagens de MEV e microscopia
confocal, que foram avaliadas de maneira descritiva. Sem ser exposto as técnicas de
higiene, a resina COS apresentou um biofiilme mais espesso e com maior
quantidade de hifas em relacdo a CLA. A rugosidade superficial da COS foi inferior a
CLA, entretanto foi observado um comportamento recorrente de maior UFC/mL na
resina COS. Imersao em hipoclorito 0,25% e clorexidina 2%, associado ou ndo com
a escovacdao, apresentaram significativa reducdo metabdlica (XTT) e reducao
completa de UFC/mL. Apenas a imersao em peréxido alcalino conseguiu reduzir
inicialmente o metabolismo (XTT), mas nao a reducdo de UFC/mL, a reducdo de
UFC/mL s6 foi possivel quando associada a escovacdo. Com relacao a rugosidade
apos os ciclos de escovacéo e imersdo, a CLA aumentou sua rugosidade superficial,
ja a COS nédo. Apos os ciclos de escovacao e imersao a COS manteve um biofilme
mais espesso, com maior numero de células vivas e maior presenca de hifas em
relacdo a CLA. Imersdo em hipoclorito 0,25%, associada ou ndo a escovacao, foi o
melhor protocolo de higiene, além de eliminar as UFC/mL, removeu, quase que
completamente, as células mortas sobre os espécimes. Para proteses removiveis
com a presencga de estrutura metdlica, o protocolo mais indicado € a imersdo em
clorexidina 2%, associada ou néo a escovacao, em seguida a imersdo em peroxido
alcalino associado a escovacao. Apesar da resina COS obter uma boa resposta aos
protocolos de higiene, o maior numero de hifas de C. albicans aderidos a sua
superficie é um fato que merece atencao e futuras investigacoes.

Palavras — chave: Impresséo tridimensional. Bases de dentadura. Biofilmes.
Higienizadores de dentadura.



Nunes TSBS. Effectiveness of disinfectant solutions associated or not with brushing
on the biofilm control of a 3D printed-denture base resin [tese de doutorado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2023.

ABSTRACT

The formation of biofilm on the bases of dentures is a frequent clinical problem,
favoring the development of denture stomatitis. However, there are no studies on an
adequate hygiene protocol for cleaning complete dentures made of a 3D-printed
denture base resin. The aim of this study was to evaluate the effectiveness of
immersion in 0.25% sodium hypochlorite, 2% chlorhexidine and alkaline peroxide,
associated or not with brushing in soap solution, on the biofilm control formed on a
denture base resin made by 3D printing. Circular specimens (10 mm diameter x 1.2
mm thickness) of two resins [Cosmos (COS-experimental group) and Classico (CLA-
control group)]were contaminated in vitro with strains of Candida albicans to form a
48-hour biofilm, then submitted to hygiene protocols involving immersion in
disinfectant solutions (sodium hypochlorite 0.25%, 2% chlorhexidine, alkaline
peroxide and PBS-control) associated or not with mechanical brushing with Lifebuoy
0.78% soap solution. The effectiveness of these protocols was evaluated by counting
colony forming units (CFU/mL, n=9), evaluating cell metabolism (XTT assay, n=9),
SEM (n=4) and confocal laser microscopy (n=2) to evaluate biofilm architecture on
the specimens. Roughness was evaluated before and after hygiene protocols
(immersion + brushing) using a digital roughness meter (n=9). All data were analyzed
by T student; ANOVA/Welch and Tukey/Gomes—Howell pos-hoc tests (a = 0.05),
except for SEM images and confocal microscopy, which were descriptively
evaluated. Without being exposed to hygiene techniques, the COS resin presented a
thicker biofilm and a greater amount of hyphae compared to CLA. The surface
roughness of the COS was lower than that of the CLA, however a recurrent behavior
of higher CFU/mL was observed in the COS resin. Immersion in 0.25% hypochlorite
and 2% chlorhexidine, associated or not with brushing, showed similar metabolic
reduction (XTT) and complete reduction of CFU/mL. Only alkaline peroxide
immersion was able to initially reduce metabolism (XTT), but not the CFU/mL
reduction. The reduction in CFU/mL was only possible when associated with
brushing. Regarding roughness after brushing and immersion cycles, CLA increased
its surface roughness, while COS did not. After the brushing and immersion cycles,
COS maintained a thicker biofilm, with a greater number of living cells and a greater
presence of hyphae than CLA. Immersion in hypochlorite 0.25%, with or without
brushing, was the best hygiene protocol, in addition to eliminating the CFU/mL, it
removed, almost completely, the dead cells on the specimens. For removable patrtial
denture, with a metallic structure, the most indicated protocol is immersion in 2%
chlorhexidine, with or without brushing, followed by immersion in alkaline peroxide
associated with brushing. Although the COS resin obtained a good response to
hygiene protocols, the greater number of C. albicans hyphae adhered to its surface is
a fact that deserves attention and future investigations.

Keywords: Printing, three-dimensional. Denture bases. Biofilms. Denture cleansers.
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1 INTRODUCAO

Préteses totais removiveis sdo tradicionalmente confeccionadas com poli
(metil) metacrilato (PMMA), um composto organico classificado como polimero, que
apresenta qualidade estética, facilidade de manipulacdo! custo acessivel,
biocompatibilidade e facilidade de reparos?. Entretanto € um potencial substrato para
a formacao de biofilme, podendo desencadear estomatite protética e até pneumonia
por aspiracdo quando essas pec¢as sdo mas higienizadas3®. Essas limitagcdes podem
comprometer o sucesso clinico da prétese em longo prazo®®”.

A técnica para confeccdo de bases protéticas com o PMMA envolve
procedimentos clinicos e laboratoriais que demandam tempo e custo. Dessa forma,
ha uma tendéncia em buscar materiais que superem as limitacbes quimicas e
mecanicas do PMMA, e apresentem um método mais simplificado para sua
confeccdo, a fim de reduzir custos diretos e indiretos da fabricacdo das proteses
totais removiveis®1°. A tecnologia digital atingiu a odontologia em diversas areas
como: ortodontia, implantodontia, dentistica e protese dentaria. Esse avanco
possibilitou a confeccdo de préteses totais removiveis pela técnica subtrativa
(fresagem) ou aditiva (impresséo 3D)!!, reduzindo consideravelmente o nimero de
sessdes clinicas e custos a longo prazo*?.

Apdés uma busca aprofundada na literatura, fica claro que muitos estudos
comparam a técnica subtrativa (fresagem) com a convencional (PMMA) para a
confeccdo de proteses removiveis quanto a adaptacdo’®, precisdo das bases,
adesdo a materiais reembasadores®®, rugosidade superficial’®, resisténcia a
flexdo!”'8 durezal’, monomeros residuais!’ e colonizacdo por C.albicans!®, mas
poucos estudos avaliaram essas variaveis na técnica aditiva. Dentre os estudos que
avaliaram a acuracia da técnica aditiva?>-?3, todos foram unanimes ao afirmar a
necessidade de pesquisas investigando propriedades mecanicas e biologicas das
resinas impressas, a fim de possibilitar o uso seguro desse material. Na literatura ja
€ possivel encontrar publicacdes da técnica e casos clinicos de proteses removiveis
(totais e parciais) confeccionadas através da impressdo 3D?425 mas a caréncia de
dados baseados em evidéncias cientificas permanece.

Uma revisdo de literatura comparando as técnicas digitais para confecgéo de
proteses dentarias, destacou as seguintes vantagens da impressao 3D em relacéo a

fresada: economia financeira; maior nimero de préteses por impressao; impressao
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de pecas maiores; formas complexas sédo reproduzidas sem a necessidade de
ferramentas de corte especial; impressdo de geometrias ilimitadas; técnica mais
rapida e sem desperdicio!. Entretanto a literatura atual ndo permite uma conclusdo
absoluta da superioridade de uma técnica em relagdo a outra, essa conclusao foi
relatada em uma revisdo sistematica atual?®.

Por se tratar de um material novo no mercado odontologico, onde muitos dos
produtos encontram-se patenteados, ha muita dificuldade em acessar a composi¢ao
dessas resinas impressas. Entretanto sabe-se que existem diferentes modalidades
de impressédo 3D e para cada uma delas um tipo de resina mais apropriada?’. Na
area odontolégica as impressoras mais utilizadas sdo a SLA (estereolitografia a
laser) e DLP (processamento de luz digital), as quais exigem a utilizacdo de uma
resina liquida fotopolimerizavel?’. Trata-se de uma resina hibrida, polimerizada por
luz UV e composta por uma base, fotoiniciadores, estabilizantes e pigmentos?’. A
base é constituida por mondmeros ou oligbmeros?’. Mondmeros epdxis € monémero
acrilatos s@o as bases mais comuns, entretanto monémero vinil e éter e outros tipos
também sdo encontrados?®?°, Os mondmeros devem ter viscosidade baixa a
moderada, para possibilitar uma polimerizacdo rapida e a producao de polimeros
reticulados com propriedades adequadas para as demandas mecanicas impostas?®.
Outro componente importante € o fotoiniciador, presente em concentracdes
relativamente altas (3-5% em peso), com 0 objetivo de atingir uma polimerizagcao
rapida?®. A viscosidade baixa a moderada das bases das resinas impressas e 0 uUso
de monémeros acrilatos de cura rapida geram uma resisténcia mecanica um tanto
limitada, ao passo que bases compostas por metacrilatos analogos oferecem
polimeros de maior resisténcia e melhor biocompatibilidade?’.

A perda do elemento dental desencadeia aos pacientes edéntulos uma
microbiota diferente dos dentados. HA& uma menor quantidade de micro-organismos
anaerobios e uma maior presenca de leveduras e lactobacilos. Essa diferenca na
microbiota gera sobre as bases acrilicas de proteses removiveis um biofilme
diferente do encontrado na superficie dental. Biofime é o nome dado a uma
comunidade complexa de micro-organismos incorporados em uma matriz
extracelular, aderida a uma superficie inerte ou viva3®-32, A estrutura de um biofilme
maduro proporciona vantagens para 0s micro-organismos em comparacdo com sua
forma plancténica (livre), pois a organizacdo em comunidade facilita a captacao de

nutrientes, maior protecdo contra desidratacéo e resisténcia a antimicrobianos®:. Os
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biofilmes séo responsaveis por boa parte das infeccoes humanas e tém ligacdo com
a exacerbacdo ou amenizacdo dos sintomas, tornando as infeccbes persistentes
dificeis de serem eliminadas por antimicrobianos e pelo sistema imunolégico®.

Os biofilmes formados sobre bases acrilicas de préteses removiveis séo
facilmente colonizados em profundidade pela presenca de irregularidades e
porosidades deste material>#3°. Dessa forma, préteses removiveis sdo consideradas
um reservatério de patdégenos respiratérios dentro da cavidade oral®6-38. A
proximidade dessas proteses com o trato respiratorio aumenta o risco de aspiracao
dos patégenos do biofilme protético para os pulmdes?®¢, da mesma forma, o contato
constante desse biofilme com a mucosa do paciente pode predispor o aparecimento
de estomatite protética (EP) quando associado a fatores etiologicos (préteses mal
adaptadas; uso continuo e noturno das préteses removiveis; ma higiene; tabagismo;
xerostomia; diabetes; deficiéncia nutricional).

A literatura aponta que a saude bucal precéria pode ser o maior fator de risco
para pneumonia por aspiragdo em pacientes idosos®®. A higiene bucal adequada
nessa populacdo pode evitar uma em cada dez mortes*. Pacientes mais idosos séo
0s principais usuarios de préteses removiveis*® e boa parte dessa populacdo nédo
consegue higienizar as préteses adequadamente*'4?, ha uma correlacdo positiva
entre préteses removiveis ma higienizadas e a prevaléncia de C. albicans*!, logo é
facil concluir que esses usuarios merecem uma atencgéo especial.

A EP, é uma infeccdo associada a colonizacéo de diversos micro-organismos,
especialmente C. albicans, o principal patégeno®. A capacidade de adesdo e a
formacdao de biofilmes estruturados de Candida spp. na resina da base protética vem
sendo apontada como um dos principais responsaveis pelo desenvolvimento da
EP# que é tradicionalmente tratada com medicamentos tépicos ou sistémicos®°. Na
cavidade bucal a concentracdo dos medicamentos topicos é reduzida a valores
subterapéuticos devido ao efeito diluente da saliva, necessitando de mudltiplas
doses*. Os medicamentos sistémicos, por sua vez, podem promover efeitos
colaterais hepatotoxicos e/ou nefrotOxicos, que exige muita cautela durante sua
prescricdo*, além do risco de desenvolver cepas resistentes pelo uso indiscriminado
desse antifungico*®. Embora os antifingicos aliviem os sinais e sintomas clinicos da
EP, eles podem n&o erradicar completamente os micro-organismos, ocasionando
reinfeccdo apdés o tratamento, isso tem sido atribuido ao ressurgimento da cepa

infectante inicial impregnada na base das proteses?®.
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Dessa forma, € imprescindivel a realizacdo de um método de higiene eficaz
para a remocao do biofilme sobre proéteses totais removiveis. Dentre os métodos de
higiene, destacam-se: (1) mecéanicos, através da escovacdo manual e limpeza com
ultrassom; (2) quimicos, por imersdo em agentes de limpeza, desinfetantes e
enxaguatorios bucais e (3) fisicos, por irradiacdo em micro-ondas, laser de baixa
intensidade e terapia fotodinamica®?. Custo mais baixo, acessibilidade e simplicidade
fazem com que a portadores de préteses removiveis utilizem com maior frequéncia a
escovacdo com dentifricio*?, sabonete ou agua*’. Sabonetes antissépticos tém sido
uma alternativa de bom custo-beneficio e eficiente?®4%, Dentre as solugbes de
sabonetes liquidos desinfetantes destaca-se o sabonete Lifebuoy, como uma
alternativa acessivel, efetiva no controle de biofilme de C. albicans formado sobre
espécimes de resina acrilica, isentos de citotoxicidade, sem alteracdes das
propriedades fisicas e mecanicas dos espécimes apds seu uso*®49 e efetivo na
reducdo C. albicans e C. tropicalis coletadas da superficie interna de usuarios de
préteses®. O uso do sabonete Lifebuoy associado a escovacdo reduziu UFC/mL de
C. albicans®?.

A escovacao isoladamente € insuficiente para remover o biofilme
protético*?%2, sobretudo quando o paciente apresenta destreza manual
comprometida e perda de percepcdo Vvisual, -caracteristicas encontradas
frequentemente nos usudrios de préteses totais*’. Na tentativa de aumentar a
eficacia da remocédo do biofilme protético, tem sido recomendado a associacdo dos
métodos mecanicos com 0s quimicos*2.

A imersao de proteses removiveis em hipoclorito de sodio e peréxido alcalino
sdo os métodos quimicos mais utilizados*?53%5, O hipoclorito € um produto
facilmente encontrado no comércio, custo acessivel e propriedades de limpeza
superiores aos demais produtos quimicos desta categoria, mesmo quando utilizados
em curto periodo de imersdo e em baixa concentracdo®. Um estudo in vitro
simulando a imersao por 20 minutos durante 5 anos do hipoclorito de sédio em
menores concentracdes (0,5%) além de apresentar bons resultados microbiologicos,
nao alterou a cor nem a resisténcia a flexdo do PMMA, e a alteragédo de rugosidade
foi clinicamente aceitavel®®. Um estudo clinico randomizado concluiu que a imerséo
em hipoclorito de sédio 0,25% foi o protocolo mais eficaz no controle de Candida
spp. quando comparado com Ricinus communis 10% e cloramina-T 0,5%°.

Sucessivas desinfec¢Bes com hipoclorito de sédio de baixa concentracdo (1%) e
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peréxido alcalino ndo alteraram as propriedades fisicas e mecéanicas das resinas de
base de protese®®>® e dentes artificiais®®. Estudos mais recentes, envolvendo
concentracfes de hipoclorito de sddio ainda menores (0,25%), apresentaram uma
reducdo eficaz na contagem de UFC/mL nos espécimes de proteses®l62, Menor
citotoxicidade®® e auséncia de odor residual vém impulsionando a utilizacdo do
peréxido alcalino como um método quimico no controle antimicrobiano®+6°, J& o uso
de digluconato de clorexidina a 2% por imersdao durante 10 minutos pode
proporcionar uma desinfeccdo duradoura em préteses totais colonizadas por
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina®®.

Nenhum estudo, até o momento, avaliando protocolos de higienizacdo em
resinas para base protética impressas pela tecnologia 3D foi encontrado. Logo,
nossa proposta visa estabelecer um protocolo de higiene seguro e eficaz, reunindo
as vantagens de cada método de desinfeccdo, bem como a associacdo do método
mecanico (escovacao) e quimico (imersédo) no controle do biofilme formado sobre a
bases de préteses dessa nova categoria de resina, confeccionadas pela tecnologia
de impresséo 3D.
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7 CONCLUSAO

Segundo a metodologia e condigcbes experimentais executadas na atual

investigacao, foi possivel concluir que:

a. Apesar da resina impressa apresentar um biofilme mais espesso e com
mais hifas, sua exposicdo aos protocolos de higiene possibilitou um
controle efetivo desse biofilme.

b. Imersdo em hipoclorito 0,25%, associada ou ndo a escovacao, foi o melhor
protocolo de higiene, além de eliminar as UFC/mL, removeu, quase que
completamente, as células mortas sobre os espécimes.

c. Para proteses removiveis com a presenca de estrutura metélica, o
protocolo mais indicado € a imersdo em clorexidina 2%, associada ou nao
a escovacao em solucao lifebuoy, em seguida a imersdo em peroxido
alcalino associado a escovacao prévia com lifebuoy.

d. Na auséncia de uma solucdo quimica para imerséo, a escovagdo em uma

solucéo inerte traz resultados interessantes para o controle do biofilme.
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