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Oliveira Junior NM de. Influéncia da utilizacdo de adesivos para protese na adesao e
formacao de biofilme simples e misto [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade
de Odontologia da UNESP; 2018.

RESUMO

Objetivos: Verificar se os adesivos Ultra Corega Creme e Corega Fita Adesiva
interferem na adeséo e formacédo de biofilme simples e misto de Candida albicans e
de Lactobacillus casei, e observar possiveis relagdes de sinergismo ou antagonismo
entre as espécies. Metodologia: Espécimes em resina acrilica termopolimerizavel
(Lucitone 550) foram confeccionados (N=144), de formato circular e com rugosidade
padronizada (3,0 yum +0,3), e foram divididos em trés grupos: Sem Adesivo, com
Adesivo Ultra Corega Creme e com Adesivo Corega Fita Adesiva. Estes foram
divididos em trés subgrupos cada: C. albicans simples, L. casei simples e misto de
C. albicans com L. casei. Foram feitos ensaios de adeséo e de formacao de biofilme
em duplicata, resultando em 8 espécimes (n=8) por condi¢cdo experimental. Foi
observada a quantidade de cada micro-organismo nas superficies dos espécimes
através de contagem de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) por mL e foi feita a
caracterizacdo dos espécimes através de Microscopia Eletrbnica de Varredura
(MEV), sendo utilizados 18 espécimes nesta andlise (N=18), 2 por condi¢édo
experimental (n=2). Andalise de variancia por ANOVA dois fatores e teste de Tukey
para comparacfes multiplas foram empregados, e um nivel de significancia de 0,05
foi obedecido para todas as comparacfes realizadas. Resultados: L. casei sé
apresentou diferenca de adesdo em uma situacdo de seu cultivo misto, na qual L.
casei (misto) aderiu mais na situacdo Sem Adesivo do que quando o Adesivo Creme
foi utilizado, j& C. albicans (simples e misto) aderiu mais quando o Adesivo Fita foi
utilizado. C. albicans tanto simples quanto misto aderiu mais quando comparado
com L. casei (simples ou misto). L. casei (simples) formou mais biofilme na situacéo
Sem Adesivo, ja em seu cultivo misto com C. albicans néo foi observada diferenca
em seu crescimento entre as situacdes testadas. C. albicans (simples e misto)
formou mais biofilme quando o Adesivo Fita foi utilizado em relacdo ao Adesivo
Creme, e o fungo formou mais biofilme quando comparado com L. casei. De um
modo geral, sempre que uma mesma espécie foi comparada em sua situagédo
simples e misto, tanto nas analises de adeséo quanto de biofilme, ndo foi observada
diferenca estatisticamente significante. Durante a andlise qualitativa observou-se
que, nos ensaios de formacgdo de biofilmes, L. casei simples na condicdo Sem
Adesivo teve maior crescimento do que quando os adesivos testados eram
utilizados, e C. albicans tanto simples quanto misto cresceu mais no Adesivo Fita do
gue no Adesivo Creme. Conclusdes: (1) Nao observou-se relagbes de sinergismo
ou antagonismo entre os dois micro-organismos estudados; (2) L. casei, de maneira
geral, ndo difere sua adesao quando adesivos séo utilizados; (3) C. albicans aderiu
mais em Adesivo Fita do que nas outras situacdes; (4) L. casei (simples) formou
mais biofilme na situagédo Sem Adesivo do que quando adesivos foram utilizados; (5)
C. albicans (simples e misto) formou mais biofilme quando o Adesivo Fita foi utilizado
do que quando empregou-se Adesivo Creme (6) Na analise qualitativa e na situacao
Sem Adesivo, os dois micro-organismos apresentaram crescimento mais intenso.

Palavras-Chave: Proétese total. Adesivos. Microbiologia.



Oliveira Junior NM de. Influence of the use of denture adhesives on adhesion and
biofilm formation single and mixed [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2018.

ABSTRACT

Objectives: To verify whether the adhesives Ultra Corega Cream and Corega Strips
interfere in the adhesion and biofilm formation by Candida albicans and Lactobacillus
casei in single- and mixed-species setup, and observe possible synergistic or
antagonistic relationships between these species. Methodology: Specimens made
from heat-polymerized acrylic resin (Lucitone 550) were fabricated (N=144), with
circular shape and standardized roughness (3.0 ym £0.3), and were divided into
three groups: Without Adhesive, with Adhesive Ultra Corega Cream and with
Adhesive Corega Strips. These groups were divided into three subgroups each: C.
albicans single-species, L. casei single-species and C. albicans with L. casei (mixed-
species). Microbial adhesion and biofilm formation assays were performed in
duplicate, resulting in 8 specimens (n=8) per experimental condition. The amount of
each microorganism on the surfaces of the specimens was observed by counting of
Colony Forming Units (CFU) per mL and the specimens were characterized by
Scanning Electron Microscopy (SEM), being used 18 specimens in this analysis
(N=18), 2 per experimental condition (n=2). Analysis of variance by ANOVA two-way
and Tukey’s test for multiple comparisons were employed, and a significance level of
0.05 was obeyed for all comparisons. Results: L. casei showed only one difference
of adhesion in a situation of its mixed-species cultivation, in which L. casei (mixed-
species) adhered more in the situation Without Adhesive than when Cream Adhesive
was used, and C. albicans (single- and mixed-species) adhered more when Strips
Adhesive was used. C. albicans both single- and mixed-species adhered more than
L. casei (single- and mixed-species). L. casei (single) formed more biofilm in the
situation Without Adhesive, but in its mixed cultivation with C. albicans had no
difference of growth in the tested situations. C. albicans (single- and mixed-species)
formed more biofilm when the Strips Adhesive was used in relation to Cream
Adhesive, and the fungus formed more biofilm when compared to L. casei. In
general, always that a specie was compared in its single- and mixed-species
situation, both in adhesion and biofilm, no statistically significant difference was
observed. During the qualitative analysis was observed that, in biofilm formation
assays, L. casei single-especies in the condition Without Adhesive had higher growth
than when the adhesives tested were used, and C. albicans both simple and mixed
growth more in the Strips Adhesive than in Cream Adhesive. Conclusions: (1) It was
not observed relations of synergism or antagonism between the two microorganisms
studied; (2) L. casei does not differ its adhesion when adhesives are used; (3) C.
albicans adhered more in Strips Adhesive than in the other situations; (4) L. casei
(single-species) formed more biofilm in the situation Without Adhesive than when
adhesives were used; (5) C. albicans (single- and mixed-species) formed more
biofilm with Strips Adhesive than with Cream Adhesive; (6) In the qualitative analysis
and in the situation Without Adhesive, the two microorganisms showed more intense
growth.

Keywords: Denture, complete. Adhesives. Microbiology.
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1 INTRODUCAO

A retencdo das proéteses totais convencionais na cavidade oral é obtida
fundamentalmente pela interacédo de mecanismos fisicos* que incluem a adaptacéo
desta sobre os tecidos de suporte com a presenca de uma fina camada de saliva
entre a base da prétese e a mucosa, uma adequada extensao periférica de suas
bordas, e a pressado atmosférica, além de fatores fisioldgicos como um controle
neuromuscular adequado*!®***°. Existem ocasifes em que a retencdo da prétese
total fica comprometida, mesmo com a realizagcéo de procedimentos corretos durante
a sua confeccdo™®. Nestes casos 0s pacientes sdo orientados a fazer uso de
adesivos para protese, que irdo auxiliar na sua retencdo, estabilidade e
funcao’32+2631525574 'og adesivos para prétese ou fixadores para dentaduras, como
sdo denominados comercialmente, sdo definidos como materiais utilizados para

auxiliar na adesao da prétese na mucosa*>"*

e séo utilizados em situacbes onde os
fatores fisicos que promovem sua retencdo sdo limitantes*®°°. Basicamente, sua
acao ocorre devido a viscosidade do adesivo na interface entre a base da prétese e
a mucosa, facilitando o selado periférico por meio de uma melhor ades&o®’.

Quando indicados corretamente, diversos sao os beneficios da utilizacdo
desses adesivos, quer na qualidade de vida dos usuéarios de proteses totais em
termos de adaptacdo, estabilidade, retencdo e conforto, por reduzirem
significativamente o movimento das proteses totais, como também por
proporcionarem maior habilidade para mastigar e falar'?14242631:52556574 = g
adesivos atuam também como apoio psicologico aos pacientes, promovendo uma
maior autoconfianca na sua utilizacdo>. Apesar de muitos profissionais hesitarem
em recomendar adesivos protéticos abertamente, o uso como meio auxiliar no
tratamento de usudrios de proteses totais é reconhecido e consagrado na literatura
odontologica?23:329,

Os adesivos para proteses podem ser divididos em insolUveis e soluveis.
Do grupo insoluvel fazem parte as almofadas adesivas, enquanto o grupo soluvel
inclui creme, po e fita. E comum a inclusdo de um ou mais componentes que tornem
o0 adesivo viscoso e pegajoso quando ha absorcdo de agua, especialmente nos
adesivos do grupo soltvel?®, o que poderia resultar em maior colonizag&o microbiana

nas préteses quando ha uso destes adesivos. Em geral adesivos protéticos séo
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compostos por substancias ativas como goma karaya, tragacanto, acéacia, pectina,
gelatina, metil-celulose, hidroximetil celulose, carboximetilcelulose de sédio, além de

2,23

polimeros sintéticos (O0xido de polietileno, acrilamidas, polivinil acético=<’), e

componentes nao-ativos, tais como vaselina e 6leo mineral, que séao incluidos com o

1223, Geralmente também s&o

objetivo de facilitar o manuseamento do materia
incluidos 6leos de menta e derivados para dar sabor agradavel, corantes, e borato
de sddio e de metilo ou poli-paraban, que séo utilizados como conservantes. Ainda,
agentes antimicrobianos tais como hexaclorofeno, tetraborato de sdédio,
metilsalicilato e borato de s6dio® sdo incorporados por alguns fabricantes na
composicdo de adesivos para préteses.

O efeito de adesivos protéticos sobre a microbiota oral é alvo de alguns
estudos presentes na literatura odontologica. Um trabalho de 2013 comprovou a
eficacia antimicrobiana de 3 marcas comerciais de adesivos protéticos (Corega,
Biotene e Fixodent) em relacdo as espécies bacterianas Streptococcus oralis e
Streptococcus mutans, Prevotella oralis e Fusobacterium nucleatum®. Além disso,
alguns estudos observaram efeito antifingico de adesivos protéticos*®®®"*. No
entanto, outros trabalhos tém mostrado que estes agentes ndo apresentam um
efeito sobre a microbiota oral, principalmente em relacédo ao crescimento dos fungos
do género Candida®3*°°** espécies comumente relacionadas & casos de
estomatite em usuarios de préteses™*®. Tais discrepancias nos resultados podem
ser atribuidas ao fato de que cada estudo avalia diferentes adesivos, diferentes
espécies microbianas e empregam distintas técnicas para ensaio de crescimento

microbiano’*. Theilade et al.”®

afirmaram que estudos relacionados a microbiota oral
de pacientes desdentados sdo fragmentados, frequentemente derivados de uma
pequena amostra e/ou pacientes, e se utilizam de técnicas que detectam um
pequeno numero de micro-organismos. Dessa maneira, ndo h& consenso em
relacdo ao fato de que adesivos para proteses tenham um efeito sobre o
crescimento e colonizag&o microbiana®°.

O estudo do efeito dos adesivos para dentadura na microbiota oral vem a
ser um aspecto de interesse pois a dificuldade de remocao dos adesivos da prétese

e dos tecidos orais!**®

, aliada ao ambiente formado entre a protese e a mucosa,
pode acarretar a proliferacdo e sobrevivéncia de micro-organismos orais, sendo

estes compostos também por bactérias, mas principalmente por espécies de
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Candida®’. Desse modo, a sobrevivéncia de determinados micro-organismos pode
resultar no desenvolvimento de doengas especificas na mucosa oral, como a
estomatite protética.

A estomatite protética, infeccdo fungica que acomete muitos usuarios de
proteses totais, apresenta etiologia multifatorial e tem como um grande fator
predisponente a ma higiene oral®?*"°, apontada como uma das principais
contribuintes para a manutencdo de Candida spp. nesse nicho, e, portanto,
influenciando o potencial de viruléncia desses fungos’®. Ainda, a resina acrilica
utilizada na confeccdo de préteses totais tem como caracteristica a rugosidade
superficial, o que muitas vezes facilita a adesao microbiana e desenvolvimento de
biofilme quando existe higiene precaria®. Entre as estratégias disponiveis para o
tratamento da estomatite protética, sem duvida a instrucdo aos usuarios de préteses

totais em relagdo a higienizagao®*""°

, assim como a remocado da protese durante o
sono sao primordiais, mas o tratamento pode contar ainda com a prescricdo de
antifingicos e antissépticos ou desinfetantes’®. Nota-se na literatura cientifica atual
gue o uso de probidticos no combate ao desenvolvimento exacerbado de espécies
de Candida é também uma realidade como um coadjuvante do tratamento
convencional*. Os probi6ticos referem-se & cepas selecionadas, sendo estas
consideradas suplementos de micro-organismos vivos que tem efeito benéfico no
organismo do hospedeiro.

A associacdo de espécies probidticas, especialmente de Lactobacillus, a
espécies de Candida, tem se tornado alvo de varios estudos atuais que objetivam
inibicdo de desenvolvimento flingico'??":28414351.68.7280 " por axemplo, 0 consumo
diario de dois queijos experimentais contendo probidticos (Lactobacillus acidophilus
NCFM ou Lactobacillus rhamnosus Lr-32) foi eficaz na inibicdo da colonizag&o oral
de Candida spp. em usuéarios de préteses totais*’. Ainda, as cepas Lactobacillus
rhamnosus HS111 e Lactobacillus acidophillus HS101 foram espécies probibticas
efetivas no tratamento de candidiase de usuarios de préteses totais®’. Ndo somente
na area odontolégica, mas também no campo da ginecologia***"®? ha interesse no
assunto, uma vez que a colonizacdo descontrolada de espécies de Candida é a
grande responsavel também por infeccbes ginecologicas. Em outro estudo que
preconizou o consumo diario de espécies probidticas de Lactobacillus por via oral, o

tratamento antimicrobiano proposto foi eficaz contra infecgcbes uro-genitais por
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Escherichia coli e Candida albicans*’, mostrando-se assim um coadjuvante

30
l.

promissor no tratamento de pacientes nessa situacdo. Kohler et al.”, por sua vez,

observaram em um estudo in vitro que o desenvolvimento de Candida albicans foi
reduzido devido a producdo de &cido latico por Lactobacillus rhamnosus GR-1 e
Lactobacillus reuteri RC-14. No entanto, estudos que empregam espeécies
patogénicas de Lactobacillus no tratamento de infeccbes por Candida sao
escassos>®°,

Um estudo recente comparou os microbiomas de usuarios de préteses
totais, buscando compreender as relagbes patdgeno-hospedeiro e as interacdes
entre as diferentes espécies microbianas encontradas no ambiente oral*. A
composicdo bacteriana de amostras coletadas de 123 participantes foi determinada
por sequeciamento da regido bacteriana hipervariavel V4 de genes 16S rDNA, além
da composicdo flngica, através de cultura de espécies de Candida*. Os
pesquisadores encontraram correlacdo entre espécies de Candida e Lactobacillus
patogénico, sendo esta uma evidéncia de que o desenvolvimento da estomatite
protética é mais complexo do que uma simples infeccdo fangica. Segundo esses
autores, tanto fungos quanto bactérias tém um papel evidente na progressao da
estomatite protética.

Em um estudo de 2009, evidéncias de que espécies de Candida e de
Lactobacillus patogénico estdo conjuntamente envolvidas no desenvolvimento da
estomatite protética também sdo apresentadas. Bilhan et al.® concluiram que
espécies de Lactobacillus parecem desempenhar um importante papel no
desenvolvimento de estomatite protética, no entanto sugerem que essa associacao
seja mais profundamente investigada. J4 em uma publicacdo de 2016, Allison et al.?,
ao explorarem a literatura atual relacionada a Candida spp. e bactérias clinicamente
importantes, mencionam que Lactobacillus spp. patogénicos isolados da cavidade
oral tem a capacidade de inibir o crescimento de C. albicans através da producéo de
peroxido de hidrogénio. Os autores comentam que a interacdo destas espécies
acontece também no aparelho genital feminino, onde Lactobacillus spp. agem como
barreira contra infeccdo de outros patdogenos pela competicdo por adeséo e
producdo de componentes antimicrobianos, como peroxido de hidrogénio. Desta

maneira, 0s autores indicam que os dados da literatura sugerem efeito inibitério de
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Lactobacillus sobre desenvolvimento de Candida, formacao de hifas e producéo de
biofilme.

Uma maior exploragao na inter-relacdo entre Candida spp. e Lactobacillus
Spp. mostra-se necessaria para fornecer maiores evidéncias sobre o assunto, uma
vez que ha comprovacdo que Lactobacillus estdo presentes no ambiente oral, na

174081 "o em lesBes de cariel, havendo inclusive aumento no ndmero de

saliva
Lactobacillus orais em saliva com o aumento da idade®. A identificacdo e
quantificacdo de tais espécies, buscando uma relacdo de sinergismo ou
antagonismo entre elas, auxilia na compreenséo da fungao de tais micro-organismos
no desenvolvimento da estomatite protética, permitindo determinar o papel dos
Lactobacillus (inibitorio, contribuinte ou neutro). Nesse contexto, a consequéncia do
uso de adesivos protéticos com diferentes formas fisicas de apresentacdo sobre o
desenvolvimento microbiano de maneira isolada e multiespécies pode ajudar a
esclarecer se estes materiais influenciam neste processo. O entendimento destas
interacOes € importante ndo somente para uma melhor compreenséo da patobiologia
de infeccBes e interacbes microbianas, mas também para a formulacdo de novas
estratégias e composicdo de agentes antimicrobianos que possam combater tais

infecgbes, especialmente em adesivos utilizados em reabilitagBes protéticas.
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2 PROPOSICAO

Os objetivos do presente estudo foram:

1. Verificar se os adesivos Ultra Corega Creme e Corega Fita Adesiva
interferem na adeséao e formacéo de biofilme simples e misto;

2. Observar possiveis relacdes de sinergismo ou antagonismo entre as

espécies de Candida albicans e Lactobacillus casei.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A seguir sdo citados estudos relevantes e que serviram como base de
conhecimento para o desenvolvimento da pesquisa. Por fins didaticos, este capitulo

encontra-se dividido em 9 diferentes temas.

3.1 Informacgdes gerais sobre adesivos protéticos

Em uma revisdo de literatura de 1996, Grasso® descreveu 0 mecanismo
de acdo de adesivos para proteses usados na época, 0s quais dependiam da
combinacdo de forcas fisicas e quimicas. A forca necesséaria para separar duas
placas é diretamente proporcional a viscosidade do liquido existente entre elas.
Desse modo, quando a saliva atua, hd também aumento na forca necessaria para
separar a prétese da superficie da mucosa oral. Adesivos para proteses aumentam
essa forca pelo uso de materiais que fornecem resistentes enlaces coesivos e
bioadesivos. A maioria dos adesivos se utilizam de compostos que oferecem
bioadesdo através de grupos -carboxilicos, os quais formam uma adeséo
eletrovalente que produz viscosidade. Um exemplo disso € o componente Polimetil
vinil éter-anidrido maleico (PVM-MA), copolimero sintético com altos niveis de
grupos carboxilicos, assim como a Carboximetilcelulose de Sédio (CMC), que tem
acdo semelhante. O autor comenta que apesar de suas propriedades, o uso dos
adesivos é limitado devido a falta de conhecimento por parte dos profissionais, e
devido a opinides negativas que podem ser reflexo da falta de experiéncia clinica.
Exceto pela contra-indicacdo de uso em proteses mal adaptadas, ndo houve
argumentos justifichveis contra o uso de adesivos, sendo eles um bom recurso
quando utilizados corretamente. Concluiu-se que os adesivos podem ter seu uso
difundido, considerando que ha pesquisas comprovando sua eficacia na melhora da
funcdo, retencéo, estabilidade, forca de mordida incisal e sensacéo de conforto fisico

e psicologico ao paciente.

No ano 2000, Coates™ pesquisou a incidéncia de uso de adesivos para
proteses em uma populacdo desdentada a fim de determinar o indice de sucesso e

as razfes que levavam a utilizagdo ou ndo desse adjunto ao tratamento reabilitador.
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Cento e quarenta e seis pacientes desdentados de um Hospital Odontolégico do sul
da Austrdlia foram questionados sobre o uso de adesivos para proteses. O grupo
pesquisado foi dividido em trés categorias: individuos que nunca tinham usado
adesivos, aqueles que ja tinham utilizado por um breve periodo e aqueles que
usavam adesivos protéticos atualmente. Dos participantes, 35,6% eram do sexo
masculino, 64,4% eram do sexo feminino, e 65,7% tinham mais de 60 anos de
idade. 54,9% dos participantes eram usuarios de proteses totais ha 10 anos ou mais
e 17,8% ha 20 anos ou mais. Um total de 67,1% dos individuos nunca havia usado
adesivo para préteses, 32,9% j& tinham utilizado em algum momento, e apenas
6,9% eram usuarios atualmente. Varias razdes foram dadas em relacdo as
experiéncias de uso de adesivos, tanto para aqueles que usavam continuamente ou
nunca usavam quanto para aqueles que tentaram utilizar em algum momento. As
principais razdes dadas pelos participantes que nunca utilizaram adesivos foram a
auséncia de necessidade, pois consideravam suas préteses bem adaptadas (52%
do total de participantes), e o desconhecimento da existéncia de adesivos (20,5% do
total). Para aqueles que ja haviam utilizado, as principais razdes relatadas foram
tentativa de melhorar a adaptacdo, o conforto e sua capacidade mastigatoria. Ainda,
segundo o estudo, apenas 6,9% dos individuos que experimentaram o0 uso de

adesivos continuaram a utiliza-los periodicamente.

Grasso?® (2004), em uma revisdo da literatura, menciona que os adesivos
para proteses podem ser divididos em insolUveis e solUveis, 0s quais variam em sua
composi¢do. Fazem parte do grupo insolivel a forma fisica de almofadas adesivas e
pastilhas sintéticas, enquanto no grupo soluvel estédo incluidos creme, pasta e poé.
Antigamente, o grupo sollvel apresentava agentes sintéticos que dependiam
essencialmente das propriedades quimicas de um ou mais ingredientes ativos que
incrementavam seu volume, tornando os adesivos VisCcOsSOsS € pegajosos ha
presenca de agua ou saliva. Foi relatado que em presenca de agua aumentavam
seu volume de 50% a 150%, preenchendo 0s espacos existentes entre a base da
protese e os tecidos de suporte. Atualmente, os ingredientes ativos sdo uma mistura
de sais de polimeros com diferentes graus de solubilidade em agua, desenvolvidos
para produzir adesivos de agéo a curto ou longo prazo. A CMC e o PVM-MA séao

exemplos de sais de curta e longa duracdo, respectivamente. Os sais CMC
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fornecem uma forte retencdo inicial, no entanto devido a seu alto grau de
solubilidade dissolvem-se rapidamente, perdendo sua efetividade em um curto
periodo de tempo. Ja os sais de PVM-MA apresentam uma baixa solubilidade que
tarda seu processo de ativacdo, mas apresentam-se ativos por um periodo maior. O
grupo de adesivos insoluveis, por sua vez, basicamente sdo compostos por um
tecido laminado ativado por umidade e que se torna pegajoso ao entrar em contato
com a saliva do paciente, sendo exemplos desses agentes adesivos o alginato de
sodio e o polimero 6xido etileno. O autor também menciona na revisao a importancia
do conhecimento relacionado a adesivos para proteses por parte do clinico,
permitindo desse modo a transmissdo do conhecimento para o paciente, além de
listar alguns mitos relacionados ao uso de adesivos, como a ideia de que adesivos
para proteses ndo podem desempenhar um papel benéfico em préteses bem
adaptadas. Por fim, o autor destaca o risco do uso de adesivos em préteses mal
adaptadas, que pode levar a traumatismos ou consequéncias mais sérias como
neoplasias, e comenta a importancia do acompanhamento profissional quando do

uso a longo prazo de adesivos protéticos.

Fakhri et al.’® (2009) enviaram um questionario a 300 cirurgides-dentistas
clinicos gerais de Tehran (Iran) com o objetivo de avaliar o nivel de conhecimento e
as atitudes dos profissionais em relacdo ao uso de adesivos para proteses. Apds
analise dos resultados, foi observado que 14%, 32% e 37% dos clinicos
apresentaram, respectivamente, bom, moderado, e baixo conhecimento em relacéo
ao material, enquanto 16% o desconheciam. Uma relagcao significativa entre o grau
de conhecimento sobre o material e a experiéncia clinica foi observada. Constatou-
se ainda que mais de 50% dos dentistas ndo possuiam conhecimento profundo em
relacdo a este material. Em relacdo a opinido dos dentistas com bom e moderado
conhecimento sobre adesivos, 9% tinham experiéncias positivas com o material,
71% tinham experiéncias razoaveis e 19% tinham experiéncias negativas frente ao
uso dos adesivos para proteses. Mais de 65% dos participantes do estudo
concordaram com a afirmacéo de que adesivos podem levar ao desenvolvimento de
estomatites protéticas, gerando instabilidade na microflora oral por contaminacao
microbiana. Além disso, 65% concordaram que o uso de adesivos poderia ser Util

para fornecer alivio psicolégico aos pacientes, mas também para mascarar
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problemas nas proteses. Os autores concluiram que o nivel de conhecimento do
grupo de cirurgibes-dentistas pesquisados em relacdo ao uso de adesivos para
préteses nao era satisfatorio. Ainda, comentaram que somente através da educacéo,
tanto de clinicos quanto de pacientes, seria possivel maximizar os beneficios do uso

de adesivos protéticos e minimizar seu uso indevido.

Polyzois e de Baat®® (2012) realizaram um estudo em dois paises com o
objetivo de verificar se haviam diferencas no uso e nas atitudes relacionadas ao uso
de adesivos para proteses. O levantamento ocorreu na Grécia e na Holanda com
amostras compostas por 284 e 165 portadores de préteses totais, respectivamente,
por meio da aplicacdo de um questionario. Os resultados mostraram que 26% dos
gregos e 20% dos holandeses ja tinham utilizado adesivos para proteses, mas
apenas 27% destes, tanto na Grécia como na Holanda, ainda faziam seu uso. 49%
dos gregos e 45% dos holandeses avaliaram o desempenho geral dos adesivos
como “‘bom”. Nao foram identificadas variaveis de pesquisa com resultados
discrepantes entre as populacdes estudadas, exceto pelo fato de que 27% dos
gregos afirmaram que desconheciam adesivos para préteses, enquanto nenhum
individuo na Holanda relatou desconhecer. 90% dos holandeses e 70% dos gregos
afirmaram que ndo precisavam de adesivos pois suas proteses tinham bom
desempenho. Concluiu-se que o uso e as atitudes frente a adesivos protéticos entre
as amostras gregas e holandesas, de um modo geral, foram similares.

Papadiochou et al.*®

, em uma revisdo de 2015, buscaram esclarecer
alguns aspectos relacionados aos adesivos protéticos, como efetividade e
biocompatibilidade, assim como atitudes de profissionais e pacientes com esse
material. Os autores encontraram evidéncias de que os adesivos aumentam, de um
modo geral, o0 desempenho de proteses totais, tais como estabilidade, retencéo e
desempenho mastigatério. Ressaltam que estudos analisando a biocompatibilidade
de adesivos sdo escassos, havendo poucos estudos in vivo. A maioria destes
investiga a toxicidade e potenciais contaminagdes microbianas neste material,
especialmente em relacdo ao desenvolvimento de C. albicans e Streptococcus na
mucosa oral de usuarios de proteses apOs uso prolongado de adesivos, nao

havendo evidéncias de que estes promovem alteragdo da comunidade microbiana.
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Ainda, os autores destacam que 0s usuarios deste produto de um modo geral tém
uma opinido positiva em relagdo a ele, o que é um reflexo da incidéncia de uso. No
entanto, destacam também que educadores da area de odontologia e muitos

cirurgides-dentistas hesitam em recomendar adesivos protéticos abertamente.

O uso de adesivos para préteses € comum entre usuarios de préteses
totais, sendo este produto prescrito por muitos cirurgides-dentistas. Por este motivo,

Kumar et al.*?

, ho ano de 2015, também publicaram uma revisdo sobre este assunto.
Os autores explicam que os principais ingredientes de adesivos protéticos podem
ser classificados em trés grupos, sendo eles: (1) agentes adesivos, (2) agentes
antimicrobianos, e (3) outros agentes, tais como plastificantes, aromas e agentes
umidificantes. Os autores também exploram o modo de acdo dos adesivos,
destacando que como os adesivos na forma de p6 absorvem agua, estes aumentam
muito seu volume original, e os anions formados desta maneira interagem com
cations das proteinas na membrana mucosa oral. A viscosidade do adesivo é
aumentada ao ter contato com saliva, contribuindo desta maneira no aumento da
retencdo das proteses. Além disso, os adesivos mais recentes geram resisténcia bio-
adesiva e forcas coesivas. Grupos carboxilicos livres formados pela hidratacdo do
adesivo, tais como metil-celulose, metil-celulose hidroxil, celulose carboxi-metil de
sédio ou polimetil vinil éter maleico anidro, entre outros compostos, formam ligacdes
eletrovalentes que produzem bio-adesdo e viscosidade. Também sdo citados no
trabalho os requisitos ideais de um adesivo para proteses, modo de aplicacao,
indicacbes e contra-indicagdes, sendo portanto um artigo de revisdo informativo
importante da atualidade, que finaliza defendendo o uso de adesivos como meio
auxiliar no tratamento de individuos usuarios de proteses totais, desde que seu uso

seja acompanhado por um profissional.

Bogucki et al.’, ainda em 2015, analisaram a opinido de individuos com
xerostomia em relagdo a efetividade de adesivos para proteses. Sessenta pacientes
xerostdmicos e usuarios de proteses totais com retencédo e estabilidade protética
reduzidas participaram desta pesquisa, sendo estas caracteristicas determinadas
através de exame clinico e teste padrdo de sialometria. A retengdo das proteses

maxilares foi mensurada também através do indice de Kapur modificado, feito antes
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da aplicacdo dos adesivos. Todos os participantes foram aleatoriamente divididos
em 6 grupos, sendo cada grupo orientado a utilizar um diferente adesivo durante o
periodo observacional de 6 meses. Os seis adesivos testados foram: Secure
(Johnson&Johnson), na forma de fita adesiva; Protefix (Queisser Pharma), na forma
de fita adesiva; Protefix (Queisser Pharma), na forma de po; Fitty-dent (Fittydent
International), na forma de cola adesiva; Blend-a-dent (Wick Pharma), na forma de
cola adesiva; Corega Fix&Fest (Block Drug Comp. Inc), na forma de creme. Apds
esse periodo, os participantes responderam a um questionario sobre sua qualidade
de vida durante o uso dos adesivos. Os adesivos aumentaram consideravelmente a
retencdo e estabilidade das préteses totais maxilares, além de prover maior conforto
psicoldgico, segundo a percepcdo dos participantes. Os adesivos na forma fisica de
creme resultaram em maior efetividade retentiva nos individuos com xerostomia, no
entanto estes materiais se mostraram de dificil remocdo da base protética. Desta
forma, os autores concluiram que os adesivos protéticos, de uma maneira geral,
serviram como meio auxiliar no uso de préteses por pacientes xerostdmicos, no
entanto sempre que possivel deve ser feito o tratamento das causas e sintomas da

xerostomia.

3.2 Informacdes gerais sobre estomatite protética

Em um artigo de revisdo do ano 2000, Budtz-Jgrgensen® explica que a
instalacdo de uma protese na cavidade oral resulta em profundas alteracdes nas
condicdes locais, devido ao fato de que protese e mucosa podem vir a serem
colonizadas por microrganismos, incluindo espécies de Candida. Isto pode resultar
na estomatite protética, uma reacao inflamatéria ndo especifica contra antigenos
antimicrobianos, toxinas e enzimas produzidas pelos microrganismos colonizadores.
A colonizagdo de superficies protéticas por Candida depende de alguns fatores,
incluindo a aderéncia de células de levedura, interagdo com as bactérias orais e as
propriedades de superficie da resina acrilica. A patogenicidade da placa presente
nas proteses pode ser aumentada por fatores que estimulem a producdo de
leveduras, como ma higiene oral, grande ingestdo de carboidratos, fluxo salivar
diminuido e uso continuo das préteses. Os fatores mais importantes que podem

modular o relacionamento parasita-hospedeiro e aumentar a susceptibilidade de
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estomatite protética sdo a idade, ma alimentacdo, imunossupressao, terapias com
radiacdo e diabetes mellitus. Medidas adequadas de higiene oral e das proteses sao
fundamentais para manter condi¢cdes orais saudaveis. Apesar de a infeccdo por
Candida ser uma condigcdo relativamente inofensiva em individuos saudaveis, 0s
autores destacam que o conjunto de fatores predisponentes podem tornar estes
individuos susceptiveis.

Chandra et al.**

, €m uma publicacdo de 2008, explicam que a andlise de
formacao de biofilme fangico pode ser feita por diferentes técnicas, e descrevem
métodos usados para a formacdo de biofilmes de Candida. Os autores destacam
gue a formacédo de biofilmes envolve a fase de adeséo das células fungicas a um
substrato pré-tratado, seguido pelo desenvolvimento em um meio. Os biofilmes
formados sdo quantificados pela determinacdo de sua atividade metabdlica e peso
seco, enquanto que sua morfologia e arquitetura podem ser analisadas por
microscopia de fluorescéncia, microscopia eletrbnica de varredura ou técnicas de

microscopia por escaneamento confocal a laser.

Em um artigo de carater informativo de 2011, Salerno et al.”® discorrem
sobre a estomatite protética associada a Candida. A espécie C. albicans € uma
levedura dimérfica gram-positiva capaz de viver como organismo comensal normal
na cavidade oral de individuos saudaveis. No entanto, sob fatores locais e
sisttmicos relacionados as condicbes do hospedeiro, torna-se virulento e
responsavel pela doenca conhecida como candidiase oral. Estudos clinicos
comprovaram que a C. albicans é apta a aderir ndo somente em superficies
mucosas, mas também a resinas acrilicas de proteses dentarias. Habitos ruins de
higiene oral mostram-se como 0s principais responsaveis para a viruléncia de
Candida, sendo o tratamento para estes casos baseado em uso tépico ou sistémico
de antifingicos principalmente, mas também muitas vezes acompanhado de
antissépticos e desinfetantes. Os autores explicam que a capacidade da Candida de
passar através dos tecidos (ades&o) constitui-se 0 primeiro passo do processo
infeccioso. Formas dotadas de hifas sdo capazes de aderir e invadir o tecido do
hospedeiro ainda mais rapidamente. O complexo mecanismo de interagdo entre a

Candida e o hospedeiro envolve o ligamento entre ligantes celulares de Candida e



24

receptores celulares do hospedeiro. As leveduras produzem material polimérico
extracelular contendo manoproteinas, e a interacdo com células epiteliais acontece
entre estas manoproteinas e a fucose ou a nacetilglucosamina presente na
superficie proteica de células epiteliais. Em relacdo a permeabilidade em resinas
acrilicas, comentam que, inicialmente, a adesdo de Candida depende das
microporosidades presentes na superficie protética. Tais irregularidades na
superficie possibilitam a instalacdo de cepas e dificultam a eliminacdo de bactérias
por acdo mecanica e até mesmo por procedimentos quimicos. Desta maneira, em
presenca de higiene oral precaria, a Candida pode penetrar, aderir e inclusive
interagir com comunidades bacterianas, tais como Streptococcus sanguis,
Streptococcus gordonii, Streptococcus oralis e Streptococcus anginosus (S. milleri),
através de interacdes entre proteinas e carboidratos.

Zomorodian et al.®

, também em 2011, analisaram a prevaléncia de
estomatite protética em portadores de proteses totais e sua associacao,
particularmente, com espécies de Candida, e observou os fatores de risco
envolvidos ao desenvolvimento de estomatite protética. A pesquisa contou com 114
participantes, dos quais amostras foram coletadas da mucosa oral ou das lesdes
(quando estas estavam presentes), e das proteses. Analise morfolégica foi utilizada
para identificar culturas positivas para leveduras, e estas foram diferenciadas de
acordo com suas propriedades fisiologicas, tais como capacidade de produzir
chlamydoconidia e formacdo de cor em meio Chromagar. Além disso, o DNA
gendmico foi extraido e purificado, e as espécies de Candida foram identificadas
pela amplificacdo das regides do gene rRNA ITS1-5.8S-ITS2, e produtos de PCR
amplificado digeridos com Msp I. Candida dubliniensis foi diferenciada de Candida
albicans por digestdes adicionais com Bln |. Em alguns casos onde houve
dificuldade de identificacdo das espécies, andlise adicional com o sistema RapID
plus e sequenciamento da regiao ITS foram utilizados. C. albicans foi a espécie mais
frequentemente encontrada (41,5%), seguida por Candida glabrata (18,4%), e
Candida tropicallis (12,9%). Ainda, os autores relatam que foi encontrada uma taxa
de 10,9% de Candida dubliniensis, e que esta foi a primeira identificacdo de tais

espécies em amostras clinicas em seu pais (Iran). Os autores mencionam também



25

gue uma associacao significativa foi estabelecida entre a frequéncia do uso de
proteses totais e candidiase oral.

Gendreau et al.?, ainda em 2011, publicaram um artigo de revisdo que
fornece uma atualizagdo sobre a etiologia e epidemiologia da estomatite protética e
a influéncia potencial dos materiais utilizados na confecgéo de proteses totais neste
contexto. A doenca tem etiologia multifatorial, e os fatores predisponentes que estao
fortemente associados séo higienizacéo oral precaria, ma adaptacédo e colonizagcao
da superficie protética e da mucosa oral, principalmente da mucosa que fica em
contato com as superficies protéticas. A m& higienizacdo acarreta rapida formacéo
de biofilme e acumulo e placa. Considerando que isto fornece 0os meios ideais para a
colonizagdo protética por cepas de Candida, a correlagdo entre higiene precéria e
propensdo a candidiase € clara. Os materiais utilizados na confec¢do de proteses
dentarias podem contribuir também para o desencadeamento de estomatite
protética, visto que a rugosidade superficial e a hidrofobicidade destes podem
facilitar a adesao de micro-organismos e desenvolvimento de biofilme. Proteses de
boa qualidade, aliadas a adequadas praticas de higiene oral diarias e orientacdes
referentes a importancia do acompanhamento por profissional capacitado séo
chaves para o sucesso do tratamento e manutencdo das préteses. Em casos de
estomatite protética, rigorosa limpeza ou até mesmo a troca das proteses deve ser

preconizada, juntamente com terapia antifangica adequada.

3.3 Influéncia de adesivos protéticos especificamente no desenvolvimento de

espécies de Candida

Makihira et al.*®, em 2001, investigaram o desenvolvimento de espécies
de Candida (C. albicans e C. tropicalis) em diferentes marcas comerciais de
adesivos protéticos. Baseados em um estudo anterior, 0s autores consideraram uma
correlacdo entre o valor de pH do meio e o grau de desenvolvimento fungico, de
modo que o valor do pH diminui quando ha desenvolvimento fungico. Assim, 0s
autores monitoraram mudancas de pH em meios de crescimento in vitro, com 0
objetivo de detectar possivel desenvolvimento das espécies de Candida

investigadas. Seis marcas comerciais de adesivos e uma de resina acrilica (controle)
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foram testadas: Cushion Collect (Shionogi), Collect Soft A (Shionogi), Liodent (Lion),
Liodent Pink (Lion), Tafu Grip (Kobayashi), Tafu Grip Hadairo (Kobayashi), além da
resina Bio Resin (Shofu). O efeito de cada produto no valor de pH do meio foi
examinado, e pdde-se observar que os produtos Cushion Collect e Collect Soft A
diminuiram signitivamente o desenvolvimento de C. albicans, enquanto o adesivo

Collect Soft A também reduziu o desenvolvimento de C. tropicalis.

Kim et al.?°, no ano de 2003, avaliaram o efeito do adesivo Poly Grip Free
creme na quantidade de espécies de Candida encontradas na cavidade oral de
individuos usuarios de préteses totais. Amostras foram coletadas da saliva e das
proteses maxilares de 12 individuos. Nos 14 primeiros dias experimentais, 0S
participantes foram orientados a utilizar suas préteses totais sem adesivo protético.
A partir do décimo quarto dia, os participantes foram orientados a utilizar o adesivo
nas préteses maxilares 2 vezes ao dia durante 14 dias, totalizando 28 dias de
acompanhamento experimental. Tripticase 26noc de soja (TSA), um meio nao-
seletivo para a contagem total viavel de espécies de Candida foi utilizado. Néo foi
observada diferenca na quantidade total de Candida encontrada apds o periodo
controle e ap6s periodo de uso do adesivo protético, tanto nas amostras de saliva
quanto nas amostras recolhidas das proteses, sugerindo que o adesivo estudado
nao influenciou a quantidade oral de espécies de Candida em usuarios de préteses
totais.

Oliveira et al.>®

, em 2010, analisaram o efeito de um adesivo para
préoteses na quantidade de espécies de Candida, através da contagem de Unidades
Formadoras de Col6nia (UFC) por mL de saliva. Amostras de saliva foram coletadas
de 24 individuos, sendo que 12 utilizaram préteses totais sem adesivos e 12
utilizaram o adesivo Corega Fita, durante o periodo de 14 dias. As amostras foram
coletadas no inicio do periodo experimental (controle), apés 7 e 14 dias. Nao foi
verificada diferenca estatisticamente significante entre o0s grupos estudados,
sugerindo que o adesivo protético ndo alterou significativamente a quantidade de
espécies de Candida na saliva de individuos totalmente desdentados, durante o

periodo estudado.
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Sampaio-Maia et al.”*

, em 2012, analisaram in vitro o efeito de adesivos
protéticos no crescimento de C. albicans. Foram testadas os adesivos Corega
creme, Kukident creme, Novafix creme, Polident creme, Protefix creme, Steradent
creme, Aderyn po, Ultra Corega po, Protefix pé e Corega fita. Curvas de crescimento
de C. albicans foram obtidas na presenca ou auséncia de 1% de solucéo do adesivo
protético diluido em caldo Sabouraud. Mudancas morfolégicas micro e
macroscopicas em Candida albicans foram analisadas. A maioria dos adesivos
protéticos estudados induziram mudancas morfoldégicas em células e coldnias C.
albicans, mas apenas dois tiveram algum efeito inibitorio significante no crescimento
das leveduras. Kukident creme inibiu o crescimento de C. albicans de maneira
dependente de sua concentracdo, reduzindo a taxa de crescimento em 95%,
enquanto o Corega creme também inibiu o crescimento de C. albicans porém de
modo nao-dependente de sua concentracdo, reduzindo a taxa de crescimento em
37%. Ainda, como informacdo complementar do estudo, observou-se que adesivos
protéticos na forma fisica de pd apresentaram contaminacdo microbiana visualmente

perceptivel.

Bates et al.>, em 2016, lideraram um estudo com o objetivo de determinar
a atividade de peptidios antimicrobianos (AMPSs) e antibiéticos antifingicos em géis
com e sem 1% de adesivo para préteses, contra as cepas de C. albicans ATCC
64124 e HMV4C. Os autores consideraram a hipotese de que AMPs e antibiéticos
antifangicos diminuem suas atividades anti-Candida em adesivos protéticos. Para
isso, nove AMPs e cinco antibidticos antifungicos com e sem 1% de adesivo
protético foram incubados com as cepas de C. albicans em ensaios de difusdo
radial. Os autores observaram que o adesivo protético pode inativar mediadores
imunes natos da cavidade oral, aumentando o risco de infec¢des por C. albicans,
mas a incluséo de antibioticos antifingicos ao adesivo pode auxiliar na prevencao ou

tratamento de estomatite protética.

Garaicoa et al.?°, em 2016, avaliaram a atividade de agentes anti-Candida
em um adesivo para prétese e as citotoxicidades destes produtos para
gueratindcitos primarios do epitélio gengival humano. As atividades anti-Candida de

peptidios antimicrobianos, lipidios antimicrobianos e agentes antifungicos contra C.
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albicans ATCC 64124 ou HMV4C foram aferidas em ensaios de microdiluicdo
contendo agua ou 1% de adesivo para protese (o adesivo usado foi Polygrip, GSK).
As concentracdes inibitérias minimas e as concentracdes bactericidas minimas
foram determinadas, além da citotoxicidade dos componentes do adesivo.
Lactoferricina B, SMAP 28, esfingosina, dihidroesfingosina, e fitoesfingosina no
adesivo a 1% perderam a atividade contra C. albicans. Anfotericina B, dihidrocloride
de clorexidina, gluconato de clorexidina, fluconazol e nistatina ndo perderam a
atividade antimicrobiana. Os componentes da formulacdo ndo se mostraram
citotbxicos em relacdo aos queratindcitos estudados. Peptidios e lipidios
antimicrobianos tiveram atividade reduzida em adesivo a 1%, sugerindo que 0s
componentes podem inativar fatores inatos imunes locais na cavidade oral,
possivelmente predispondo os usuarios de adesivos para proteses a infec¢des por
espécies de Candida. Agentes antifUngicos preservaram suas atividades anti-C.
albicans, sugerindo seriamente que estes agentes podem ser candidatos para
inclusdo em formulacdes de adesivos e utilizados como tratamento topico para

individuos com estomatite protética.

Rajaram et al.®®, em 2017, compararam a influéncia de 3 diferentes
formas (p6, creme e fita) de um adesivo protético (Secure, Bioforce, USA) no
desenvolvimento de espécies de Candida pelo monitoramento de pH e contagem de
colénias em meio de cultura em diferentes periodos de incubacdo. Um total de 160
espécimes de resina acrilica com dimensfes padronizadas foram feitos e divididos
em 4 grupos de 40 espécimes cada. O primeiro grupo de 40 espécimes foi usado
como controle, onde ndo foram utilizados adesivos, ja nos grupos remanescentes
adesivos foram utilizados. Ap6s a adicdo de cepas padronizadas de Candida, 10
espécimes de cada grupo foram entdo incubados pelos periodos de 6, 24, 48 e 120
horas. O pH e o nimero de col6nias no meio eram verificados para cada espécime
em seu periodo especifico de incubacdo. Os autores concluiram que todas as
formas de adesivos protéticos testadas apresentaram efeito antifingico, e que este

efeito foi prolongado no adesivo em forma de fita.
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3.4 Influéncia de adesivos protéticos na microbiota e células orais

Em um estudo antigo de 1971, Stafford e Russell”® investigaram,
juntamente com analises da funcdo mastigatoria, a composicdo microbioldgica de
individuos desdentados totais que utilizaram 6 tipos diferentes de adesivos em suas
proteses totais. Meios de cultura eram inoculados e incubados por 48 horas, e
efeitos inibitérios eram examinados. Os adesivos testados demonstraram
crescimento de S. mitis e C. albicans (com presenca de hifas), mas ndo houve
desenvolvimento de N. pharyngis. Neste estudo, o uso de adesivos ndo mostrou
efeito inibitério na flora oral. Apesar dos adesivos para proteses ja terem sofrido
mudancas em relacdo a composicao e atualmente haverem técnicas modernas de
identificacdo microbiana, tal estudo representa o quéo antiga é a investigacao sobre

desenvolvimento microbiano quando adesivos para préteses séo utilizados.

Ozkan et al.>*, em 2012, investigaram a influéncia de um adesivo para
préteses na microbiota oral de usuarios de proteses totais. Quinze individuos
utilizaram Kukident (Procter&Gamble Co.) durante um periodo de 2 meses,
enquanto outros quinze nao fizeram uso de adesivo. Foram feitas coletas da regiéo
do palato, da base protética e da saliva dos participantes. C. albicans, Candida
krusei, C. glabrata, Candida spp., Staphylococcus aureus, Moraxella catarrhalis, a-
haemolytic streptococci, b-haemolytic streptococci, Pneumococcus aureus, S.
anginosus, S. intermedius, S. constellatus, S. sanguis, S. gordonii, S. mitis, S.
mutans, S. salivarius, e leveduras foram investigadas, no entanto apenas a-
haemolytic streptococci e C. albicans foram encontrados nas amostras. Embora
algum aumento destes microrganismos tenha sido observado nos pacientes que
utilizaram adesivo, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre o grupo
controle e o grupo experimental. A quantidade de microrganismos também néao foi
estatisticamente diferente entre os grupos. Ainda, observou-se que o uso prolongado
de adesivo além do periodo estipulado de 2 meses nado resultou em aumento dos
microrganismos da flora oral.

64
l.

No ano de 2013, Polyzois et al.” investigaram a eficacia antimicrobiana

de trés adesivos protéticos (Ultra Corega, Fixodent Pro Original e Biotene Denture


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stafford%20GD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4933598
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Russell%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4933598
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Grip) em relacdo a Streptococcus oralis e mutans, Prevotella oralis e Fusobacterium
Nucleatum (microrganismos relacionados a mau odor). Para Streptococcus oralis e
Streptococcus mutans, quatro tubos de 10 mL de Caldo de Soja Tripticase e 1 g de
adesivo protético foram utilizados, além de quatro tubos de Caldo de Soja Tripticase
sem nenhum adesivo, que foi utilizado como controle. Para P. oralis e F. nucleatum,
quatro tubos de 10 mL de tioglicolato e 1 g de adesivo foram utilizados para cada,
enquanto quatro tubos de 10 mL de tioglicolato sem adesivo foram utilizados como
controle. Todas as amostras foram encubadas a 37°C por 48 horas, e apds esse
periodo o nimero de colbnias foi quantificado e a média foi extraida em CFU/mL. S.
oralis, mutans, P. oralis e F. nucleatum apresentaram diminuicdo no nuamero de
coloénias para cada adesivo quando comparados ao controle. De acordo com as
condi¢cdes deste estudo in vitro, todos os adesivos testados mostraram eficacia
antimicrobiana. No entanto, foi encontrada diferenca entre os adesivos testados.
Ultra Corega e Biotene Denture Grip apresentaram maior efeito antimicrobiano para

0S microrganismos testados em relacédo a marca Fixodent Pro Original.

Leite et al.*}, em 2014, avaliaram a influéncia do uso do adesivo Ultra
Corega Creme na formacé&o de biofilme na superficie interna de proteses totais e na
mucosa palatina de usuarios desta modalidade reabilitadora. Trinta participantes
foram submetidos a um delineamento experimental randomizado cruzado, onde
utilizaram o adesivo por 15 dias. Aliquotas foram semeadas em placas de Petri
contendo meio seletivo para Candida spp, S. mutans e um meio de cultura ndo
seletivo. Além disso, as superficies internas das proteses maxilares e mandibulares
foram coradas e fotografadas com o objetivo de analisar visualmente a quantidade
de biofilme presente. Encontrou-se que o uso do adesivo ndo alterou a contagem de
colénias de microrganismos das regides estudadas, mas a analise das fotografias
mostrou que houve aumento da area coberta por biofilme nas superficies internas

das préteses totais apds uso do adesivo protético estudado.

Nunes et al.®®, em 2016, investigaram a efetividade de diferentes
protocolos de limpeza para a remoc¢ao de adesivos protéticos, e sua influéncia na
microbiota oral. Participantes usuarios de préteses totais bem adaptadas foram

instruidos a utilizarem um adesivo protético 3 vezes por dia durante um periodo de 4
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semanas, sendo este periodo dividido em 4 fases: (A) Controle - escovacao das
proteses com agua a temperatura ambiente trés vezes por dia, (B) escovacdo das
préteses com agua a temperatura ambiente mais sab&o de coco trés vezes por dia,
(C) escovacéao das proteses com agua a temperatura ambiente mais dentifricio trés
vezes por dia, (D) escovacdo das préteses com agua a temperatura ambiente mais
imersdo em solucdo de perborato de sédio por 5 minutos antes do sono noturno.
ApoOs cada periodo de uma semana, amostras de saliva eram coletadas. Um corante
foi utilizado para revelar e quantificar o adesivo remanescente na superficie interna
das proteses totais, sendo calculadas como porcentagem. Para as analises
microbioldgicas, a saliva era diluida e regada em placas de petri contendo um meio
de cultura ndo seletivo e um meio de cultura para espécies de Candida. Apos o
periodo de incubacéo, as espécies de Candida foram identificadas e o namero de
Unidades Formadoras de Colonia (UFC/mL) foi calculado. Os autores observaram
que a escovacao das proteses com sabao de coco, dentifricio ou 4gua combinada a
imersdo em perborato de sédio se mostraram métodos mais eficazes na remocéo do
adesivo remanescente do que a quando foi feita escovacdo com agua apenas.
Ainda, os métodos de limpeza ndo influenciaram na quantificacdo dos micro-
organismos de uma maneira geral.

Perin Leite et al.%*

, em 2017, avaliaram as citocinas pré-inflamatérias
interleucinas (IL) 1B, IL-6, e fator de necrose tumoral a (TNF-a) liberados de
gueratindcitos orais humanos ap0s exposi¢ao a adesivos protéticos. Eluatos de Ultra
Corega creme, Ultra Corega po fixador e Corega tiras adesivas foram criados apos
24 horas de exposicdo em um meio de cultura. A liberacdo de IL-183, IL-6, e TNF-a
foi mensurada através de um ensaio imunoenzimatico apds as células epiteliais
(NOK-SI) serem expostas aos eluatos por 3, 6 e 24 horas. A liberagéo de IL-13 do
adesivo em forma de fita foi maior no periodo avaliado de 3 horas quando
comparado ao controle; as liberacbes de IL-6 do adesivo em forma de creme e po
nos periodos de 6 e 24 horas foram maiores que os controles; a liberacdo de TNF-a
nao foi detectavel em alguns grupos e periodos. Os autores puderam concluir que
em longos periodos, o adesivo em forma de fita ndo induziu mudangas na liberagéo

de citocinas de queratindcitos orais humanos.
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3.5 Composicéo da microbiota oral em dentados e usuarios de proteses

A quantidade de S. mutans, Streptococcus sobrinus e Lactobacillus em
saliva estimulada foi investigada em 149 idosos, por Emilson, Thorselius®’, em 1988.
Mais de 10° Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) de Streptococcus mutans por
mL de saliva foram encontradas em 57% dos participantes, e 85% tinham mais de
10° UFC de Lactobacillus por mL de saliva. Ndo foi observada diferenca na
prevaléncia de S. mutans entre individuos dentados e desdentados, no entanto, um
namero significativamente maior de Lactobacillus foi detectado em usuéarios de
proteses. Na maioria dos participantes com S. sobrinus, S. mutans estava
concomitantemente presente. Os individuos que apresentaram tanto S. mutans
quanto S. sobrinus tinham maiores indices salivares de S. mutans do que aqueles

onde apenas uma das espécies eram detectadas.

Marsh et al.*°, em 1992, determinaram os efeitos do uso de prétese e da
idade na prevaléncia de bactérias de significancia odontolégica e envolvidas no
transporte de patdgenos oportunistas presentes em placa bacteriana e saliva. Os
participantes foram divididos em 4 grupos de acordo com a idade: de 20 a 39 anos
(Grupo A), 40-59 anos (Grupo B), 60-79 anos (Grupo C), e com 80 anos ou mais
(Grupo D). As proporcdes e frequéncia de leveduras e Lactobacillus em saliva e
placa bacteriana foram maiores em usuarios de proteses parciais removiveis, assim
como as proporcbes de Staphylococcus e S. mutans foram também superiores
nestes individuos. Quando os dados foram analisados quanto aos efeitos da idade,
tanto leveduras quanto Lactobacillus refletiram aumento em saliva com a idade. A
frequéncia de leveduras em placa bacteriana foi significativamente maior nos
usuarios de préteses do grupo com idade mais avancada (D) em relacdo ao grupo
com idade menos avancgada (A). A. viscosus predominou sobre A. naeslundii nos
grupos com idade mais avancgada, independentemente da presenca de proétese.
Espiroquetas e anaerébios com pigmento negro foram encontrados em menor
namero em usuarios de proteses. Os autores concluiram que, de uma maneira geral,
os componentes da microflora oral em adultos podem ser influenciados tanto pela

idade quanto pelo uso de proteses.
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Aas et al.!, em um estudo de 2005, objetivaram ampliar os conhecimentos
sobre a diversidade bacteriana na cavidade oral humana saudavel. Os autores se
utilizaram de técnicas moleculares independentes de cultivo para detectar bactérias
orais, incluindo espécies nédo cultivaveis até aquele momento. Foram analisados 9
sitios de 5 individuos clinicamente saudaveis. Os sitios analisados incluiram dorso
lingual, laterais da lingua, epitélio bucal, palato duro, palato mole, placa
supragengival de superficies dentarias, placa subgengival, vestibulo maxilar anterior
e tonsilas. Os genes rRNA 16S de amostras de DNA foram amplificados e clonados.
Sequéncias de genes rRNA 16S foram utilizadas para determinar a identidade das
espécies ou familiaridade proxima. Em 2589 clones, 141 espécies predominantes
foram detectadas, das quais cerca de 60% ainda ndo haviam sido cultivadas. Treze
novas espécies foram identificadas. Espécies comuns a todos os sitios pertenciam
aos géneros Gemella, Granulicatella, Streptococcus e Veillonella. Enquanto algumas
espécies foram especificas do individuo e detectadas em muitos sitios, outras
espécies foram especificas do sitio. A maioria dos sitios possuia de 20 a 30
espécies predominantes, e 0 niumero dessas espécies em todos 0s nove sitios, por
individuo, variou de 34 a 72. Espécies tipicamente relacionadas com periodontite e
caries nao foram detectadas. Os autores observaram que a flora bacteriana
predominante na cavidade oral saudavel é distinta da flora bacteriana onde ha
doencas bucais, sendo altamente diversa e especifica tanto do individuo quanto do
sitio. Por exemplo, muitas espécies associadas especificamente com doenca
periodontal, como Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema
denticola ndo foram detectadas em nenhum dos sitios analisados, assim como a
flora bacteriana comumente envolvida em céaries dentarias e cavidades profundas
em dentina, representada por S. mutans, Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. e
Atopobium spp. ndo foi detectada nas placas supra e subgengivais de dentes
clinicamente saudaveis. Os autores comentam que para uma analise mais profunda
da associacdo de espécies bacterianas especificas com estados de salude ou
doenca oral, é necessaria uma andlise de grandes quantidades de amostras clinicas
para 0s niveis de essencialmente todas as bactérias orais, através de estudos
clinicos bem controlados. Os autores destacam ainda que € importante definir
totalmente a microflora humana relacionada ao estado de saude oral para entéo

entender o papel das bactérias no estado de doenca oral.
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Sachdeo et al.®®

, ho ano de 2008, ao observarem que estudos
relacionados a biofilme de pacientes desdentados totais e usuarios de dentaduras
sao limitados, propuseram uma investigacao para fornecer dados que descrevam
relacionamentos microbiolégicos na cavidade oral de pacientes desdentados totais,
e analisar a microbiota em superficies de tecidos duros, moles e também na saliva
de usuarios de proéteses totais. Para o estudo in vivo foram recrutados sessenta e
um individuos desdentados totais com proteses maxilares e mandibulares. Amostras
de biofilme foram colhidas nos 28 dentes de cada individuo. Também foram colhidas
amostras de biofilme das superficies dorsal, lateral e ventral da lingua, assoalho da
boca, mucosa jugal, palato duro, regido vestibular/labio, gengiva inserida e saliva. As
amostras foram individualmente analisadas de acordo com seu contetdo em relacao
a 41 espécies bacterianas, por meio de hibridizacdo checkerboard DNA-DNA, sendo
a gquantidade e proporcdo de cada espécie determinada de acordo com a
localizacdo. Patdgenos periodontais como Aggregatibacter actinomycetemcomitans
e Porphyromonas gingivalis foram claramente identificados nas amostras dos
individuos desdentados. Perfis microbianos em amostras de superficies de tecidos
moles diferiram de acordo com a localizacdo. Amostras colhidas da regido do dorso
lingual mostraram os maiores indices de concentracdo bacteriana, seguido pela
regido de gengiva inserida e regido lateral da lingua, enquanto as menores
concentracfes bacterianas foram encontradas em amostras da regido de mucosa
jugal e vestibulo labial. Um dos maiores achados deste estudo foi a deteccdo de
patdgenos periodontais (A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis) em individuos
desdentados, pois acreditava-se que estas espécies desapareciam apds a remocao
dos dentes. Ainda, foram encontrados perfis microbianos diferentes de acordo com
as superficies para colonizacdo. A microbiota da regido dos dentes das proteses,
superficie lateral da lingua, dorsal da lingua e saliva foram similares, e diferiram da
microbiota encontrada nas outras seis superficies de tecidos moles e regido de
palato da prétese. Ao comparar as contagens de DNA encontradas nas superficies
dorsais da lingua, palatos protéticos e os palatos dos individuos, os valores mais
altos foram encontrados no dorso lingual, seguido pela superficie polida (exterior) do
palato da protese, e por ultimo palato duro dos individuos. Desse modo, os autores

concluem que esta investigagcao consistiu no primeiro passo para a definicdo de



35

qguais microrganismos estdo associados com pacientes edéntulos, tanto em relacao

a tecidos moles (mucosa) quanto em relacdo a superficies duras (base protética).

Do Nascimento et al.**, em uma publicacdo de 2009, comentam que a
técnica de hibridizacdo DNA-DNA checkerboard permite a identificacdo simultanea
de micro-organismos distintos em um grande niumero de amostras, se utilizando de
mais de 45 sondas completas de DNA genbmico para identificacdo de espécies
bacterianas gram-negativas e gram-positivas, presentes em biofilmes subgengivais.
Coletivamente, elas representam de 55 a 60% das bactérias presentes em biofilmes
subgengivais, e esta é a maior vantagem deste em relacdo aos outros métodos
moleculares com alta sensibilidade e especificidade. Em seu artigo, 0os autores
apresentam a hibridizacdo checkerboard de DNA como uma técnica alternativa
interessante para a detec¢éo e quantificacdo de espécies de Candida presentes na
microbiota oral, uma vez que seus resultados revelaram que o método pode ter sua
sensibilidade ajustada, além de ser eficaz e apropriado para o diagnostico de

infeccdes fungicas orais.

Teles et al.”®, no ano de 2012, investigaram as diferencas no ndmero e
proporcao de espécies bacterianas em dentes naturais e dentes de proéteses totais,
através de um periodo experimental de 7 dias, no qual houve auséncia de higiene
oral e auséncia de higiene protética. Amostras de placa supragengival foram obtidas,
antes e apods limpeza profissional. As amostras foram analisadas utilizando
hibridizacdo DNA-DNA checkerboard, sendo a contagem e proporcdo de 41
espécies bacterianas determinada. O biofilme de desdentados antes da limpeza
mostrou maior contagem e propor¢cao de Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, e
Streptococcus mutans, enquanto individuos dentados demonstraram maiores
proporcdes de Tannerella forsythia, Selenomonas noxia e Neisseria mucosa. Em
relacdo ao dia 2, a contagem média de todas as taxas foi maior em dentes naturais,
€ a maioria permaneceu superior até o dia 7. Ambos os grupos demonstraram
aumento nas proporgcbes de S. mitis e S. oralis no dia 1. N. mucosa, Veillonella
parvula, e Eikenella corrodens também aumentaram em ambos 0s grupos. Os

autores puderam concluir que o biofilme “maduro” de dentes naturais e dentes de
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proteses totais tém quantidade similar de bactérias, mas diferentes proporc¢des de

espécies.

Valentini et al.®*, em 2013, analisaram como o desenvolvimento do
biofilme e sua composicdo sao afetados pelo tempo e pelo tipo de material da
protese, em usuarios de proteses totais com e sem estomatite protética. Espécimes
confeccionados em resina acrilica (controle) e confeccionados com reembasadores
protéticos (a base de resina acrilica e a base de silicone) foram adaptados na
superficie interna das proteses totais de 30 individuos. Biofilmes foram formados em
dois periodos de 21 dias, e a contagem de micro-organismos viaveis no biofilme
acumulado foi determinada apés 7, 14 e 21 dias. A contagem de espécies de
Candida nao-albicans foi maior em pacientes com estomatite protética que utilizaram
0 reembasador a base de silicone. Os participantes com estomatite protética
também tiveram maior contagem de S. mutans apd6s o periodo de 7 dias. Ja a
formacéo de biofilme em maiores periodos de tempo néo resultou em diferencas na
composicao deste. Desta maneira, 0s autores concluiram que o reembasador a base
de silicone utilizado neste estudo acumulou maiores quantidades de biofilme, por
iISSO seu uso deve ser cuidadosamente planejado.

Segundo O’Donnell et al.*®

(2015), apesar da composicdo da placa
dentaria estar jA bem definida, ha informac¢@es limitadas sobre como esta influencia
no desenvolvimento da estomatite protética. Desse modo, os autores lideraram uma
pesquisa com o objetivo de estudar a microbiota de usuarios de proteses e buscar
interacbes entre diferentes espécies microbianas e hospedeiro-patégenas
encontradas no ambiente oral. Amostras foram obtidas de 123 individuos usuarios
de proteses totais ou parciais, utilizando-se swabs. Foram coletadas amostras das
bases protéticas, mucosa e de dentes, quando estes estavam presentes. A
composicdo bacteriana de cada amostra foi determinada por meio de
sequenciamento bar-coded illumina MiSeq da regido bacteriana hipervariavel V4 do
16S rDNA. O processamento dos dados do sequenciamento foi realizado por meio
de QIIME, agrupado em Unidades Taxondmicas Operacionais, e atribuidos a
taxonomia. As préteses eram sonicadas para remover a flora microbiana existente, e

eram cultivadas utilizando o meio de diagnostico Colorex Candida. Amostras de



37

saliva ndo-estimulada foram obtidas e niveis de peptidios antimicrobianos foram
mensurados por ELISA. Os autores encontraram diferenca entre a placa encontrada
nos dentes e a placa encontrada nas préteses, em relacdo a composicdo e a
diversidade. Também notaram que a composi¢cado microbiana oral de um usuario de
protese € variavel e influenciada pela localizagdo na boca. Foi observado que as
préteses e a mucosa sdo colonizados basicamente por Bacilli e Actinobactérias.
Ainda, foi observado que a presenca de dentes naturais tem um significante impacto
na composi¢cdo microbiana de um modo geral, quando comparados a edéntulos
totais. Os autores notaram que o aumento dos niveis de espécies de Candida
correlacionaram-se positivamente com espécies de Lactobacillus. Peptidios
antimicrobianos foram quantificados, apesar de ndo mostrarem correlacdes
especificas. Foi concluido que os reinos fangico e bacteriano tém claro envolvimento
na progressao da estomatite protética, embora o estudo nao tenha sido capaz definir

o papel dos peptidios antimicrobianos.

3.6 Desenvolvimento de biofilmes multiespécies

Em 2006, Thein et al.”’ analisaram o efeito de oito espécies bacterianas
comensais orais, aerébicas e anaerdbicas, no desenvolvimento in vitro de biofilmes
de Candida albicans. As espécies bacterianas estudadas foram Actinomyces israelii,
Lactobacillus acidophilus, Prevotella nigrescens, Porphyromonas gingivalis,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Streptococcus mutans e Streptococcus
intermedius. A formacdo de biofilme foi quantificada em razdo da habilidade do
fungo para se desenvolver sobre superficies plasticas de poliestireno em co-cultura
com as espécies bacterianas mencionadas. A contagem de células viaveis foi
utilizada para quantificar o crescimento de leveduras, e microscopia eletronica de
varredura foi empregada para confirmar e visualizar formagéo de biofilme. Quando
altas concentracdes de cada uma das bactérias foram utilizadas, observou-se
reducdo significativa na contagem de leveduras no biofilme de Candida, refletindo
assim efeito inibitorio. Isto ndo aconteceu apenas para as espécies L. acidophilus, S.
mutans e S. intermedius. Tal reducdo sobre o desenvolvimento de biofiime de
Candida pode ter ocorrido por algumas razdes, como alta cobertura superficial pelo

grande numero de bactérias e competicdo por sitios para colonizagéo, inibicdo do
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desenvolvimento de biofilme devido a presenca fisica de inUmeras bactérias em um
mesmo nhicho, devido ao efeito de metabdlitos bacterianos na formacdo e
desenvolvimento do biofilme, ou em decorréncia da competicdo por nutrientes em
um pequeno espaco. Durante analise de regresséo, uma correlacdo negativa entre a
concentracdo das culturas de P. gingivalis e E. coli e a contagem de leveduras
viaveis em biofilme foi notada, no entanto isto ndo ficou evidente para as demais
espécies bacterianas. Os autores concluiram que, de uma maneira geral, seus
dados mostraram as bactérias tem a capacidade de modular a formacao de biofilme
de C. albicans em ambientes com espécies mistas, como a cavidade oral. Citam
ainda que mais estudos sdo necessarios para esclarecer o modo como as bactérias
modulam biofilmes de Candida, e relacionar estes achados com o ambiente oral.

Thein et al.”®

, em 2007, exploraram a interacdo entre duas espécies de
Candida (C. albicans e C. krusei) na formacdo de biofilmes sobre superficies
protéticas. Duas cepas de C. albicans e de C. krusei, com alta e baixa capacidade
de formacdo de biofilme, foram utilizadas. Biofilmes foram desenvolvidos sobre
superficies protéticas em resina acrilica, aerobicamente e a 37°C, sob saliva natural,
sendo o crescimento quantificado pela contagem de Unidades Formadoras de
Colbnia. Os dados resultantes sugeriram que caracteristicas qualitativas e
quantitativas de uma espécie de Candida modificam a fisiologia da outra espécie
durante co-existéncia em um biofilme. Ainda, a saliva humana pode modular este
processo dependendo de sua natureza, numero de espécies do habitat e também se
a saliva estd em suspenséo ou em fase imobilizada. Os autores destacam que como
seu estudo foi limitado a duas espécies de Candida, investigacbes mais abrangentes
com outras espécies de fungos, assim como com bactérias, sAo necessarias para
desvendar a complexidade associada a biofilmes multiespécies formados na

cavidade oral.

Pereira-Cenci et al.®°, em 2008, analisaram a formac&o de biofilme de
espécies duais ou isoladas em varios substratos, e buscaram determinar os efeitos
de saliva total e da bactéria S. mutans neste processo. Discos em hidroxiapatita,
polimetilmetacrilato e confeccionados com um reembasador de préteses macio (com

agente antifungico) foram usados como substratos. A contagem de microrganismos
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vidveis acumulados na camada de biofiime foi determinada e convertida em
Unidades Formadoras de Colbnia por area de superficie. Microscopia confocal de
varredura a laser foi utilizada para caracterizar os biofilmes e quantificar o nimero
de hifas em cada condicdo testada. Observou-se diminuicdo na contagem de
colénias de C. albicans e C. glabrata por milimetro quadrado em todos os
substratos. A diminuicdo foi maior nos discos de hidroxiapatita, seguidos pelos
discos de polimetilmetacrilato e por ultimo os discos feitos com reembasador macio.
O crescimento de biofilme nos espécimes submersos em saliva demonstrou menor
guantidade de C. glabrata do que os espécimes onde ndo houve saliva. A presenca
de glicose e de S. mutans refletiu uma inibicdo na formacéo de hifas de C. albicans.
Biofilmes com espécies duais de Candida ndo demonstraram interagcdo competitiva
entre as espécies. Os autores concluiram, por fim, que biofiimes de Candida sdo
significativamente afetados por saliva, tipo de substrato e pela presenca de outros

microrganismos.

3.7 Uso de probidticos de Lactobacillus spp. no combate a estomatite protética

- estudos clinicos

Em 2015, Ishikawa et al.?’ analisaram o efeito de probidticos, a curto
prazo, na reducdo do nivel de infeccdo de Candida oral em usuarios de proteses
totais com candidiase assintomatica. O estudo clinico randomizado e duplo-cego
contou com a participacao de 59 usuarios de proteses totais que continham espécies
de Candida na cavidade oral, mas ndo apresentavam sintomatologia, sendo estes
divididos em dois grupos: “probidtico” e “placebo”. Todos foram instruidos a
promoverem a limpeza diaria das préteses. O grupo “probiotico” fazia uso diario de
uma capsula contendo Lactobacillus rhamnosus HS111, Lactobacillus acidophillus
HS101, e Bifidobacterium bifidum, enquanto o grupo “placebo” foi submetido ao
mesmo regime mas com capsulas sem conteudo significativo. Os niveis de infec¢éo
foram avaliados em amostras obtidas da regido palatina antes e apds o periodo
experimental de 5 semanas. Ap0s o periodo experimental, a taxa de deteccdo de
espécies de Candida foi de 92% no grupo “placebo”, e de 16,7% no grupo
“probiotico”. A redugao proporcionada pelo regime com probidtico foi independente

de caracteristicas iniciais, como nivel de infeccdo, tempo de uso da protese ou
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outras variaveis. Desta maneira, pode-se concluir que a capsula probiotica foi efetiva
na reducao da colonizacédo da cavidade oral por Candida em individuos usuarios de
proteses totais com candidiase assintomética, sugerindo que um produto com L.
rhamnosus, L. acidophilus e B. bifidum poderia representar um tratamento
alternativo a ser empregado na prevencao de candidiase oral.

.3, em 2017, analisaram o efeito do consumo de dois

Miyazima et a
queijos experimentais contendo probidticos na colonizacdo oral de Candida de
usuarios de proteses totais. Sessenta usudrios de préteses totais portadores de
Candida foram aleatoriamente distribuidos em grupos que receberam queijo com
Lactobacillus acidophilus NCFM ou Lactobacillus rhamnosus Lr-32 diariamente por 8
semanas, e um grupo controle que recebeu queijo sem probidticos. Os
pesquisadores obtiveram amostras através de lavagem oral, e os niveis de Candida
foram determinados (UFC/mL) no inicio e ap6s o periodo experimental de 8
semanas. Os autores concluiram que o consumo diario de queijo com os dois
probibticos testados reduziu a colonizacdo oral de Candida nos participantes da

pesquisa.

3.8 Uso de probiodticos de Lactobacillus spp. no combate a candidiase uro-
genital

Wang et al.??

, em 2017, estudaram os efeitos de cepas de Lactobacillus,
espécie bacteriana existente no aparelho genital feminino e conhecida por sua
capacidade de defesa contra micro-organismos patdégenos, sobre o
desenvolvimento, formacéo de hifas e expressao de genes relacionados a viruléncia
de C. albicans ATCC 10231. Foram estudadas as espécies bacterianas L. crispatus,
L. gasseri e L. jensenii. Os autores encontraram que L. crispatus demonstrou a
maior atividade antimicrobiana em ensaio de meio liquido baseado em microplacas,
e associaram estes efeitos a produgdo de alguns compostos antimicrobianos,
juntamente com a producdo de peroxido de hidrogénio e acidos organicos. Desta
maneira, concluiram que seus resultados sugerem que L. crispatus, uma espécie

bacteriana associada a microbiota vaginal saudavel, pode inibir fortemente o
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desenvolvimento de C. albicans e formacdo de hifas, representando um micro-

organismo Util para investigagao probidtica.

Niu et al.*’, em 2017, ao estudarem os fatores relacionados a candidiase
vulvovaginal, exploraram a bactéria Lactobacillus crispatus em relagdo a sua
capacidade de atuar na resposta imune de células epiteliais vaginais contra C.
albicans. Os autores destacam como conclusdes de seu estudo que L. crispatus
pode amenizar a viruléncia de C. albicans, modular a secre¢do de citocinas e
quimiocinas, e promover respostas imunes locais contra patdgenos na mucosa
vaginal.

1.2, também em 2017, avaliaram o efeito da

Mezzasalma et a
administracdo oral de formulacdes probiéticas com propriedades antimicrobianas
sobre infec¢bes uro-genitais. Um estudo piloto randomizado duplo-cego foi feito com
60 mulheres em situacdo pré-menopausa, sendo as participantes divididas em dois
grupos gue recebiam doses diarias de misturas probidticas e um grupo placebo: (1)
Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus reuteri, (2) Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus rhamnosus e Bifidobacterium animalis subsp. Lactis, (3) placebo.
Swabs eram coletados da regido uro-genital em 4 periodos experimentais, nos dias
0, 7, 14 e 21, e eram analisados por gPCR. Ao mesmo tempo, a atividade
antimicrobiana das formulac8es probioticas era verificada por ensaios in vitro contra
micro-organismos como Escherichia coli e C. albicans. Foi observado que as duas
formulacbes probidticas testadas demonstraram propriedades antimicrobianas
similares contra os patdgenos responsaveis pela disbiose e infeccbes vaginais, apés
sua administracdo oral. Os autores destacam que este trabalho representa a base
para futuras investigacdes sobre prevencéo e tratamento das infecgbes uro-genitais

com as formulacdes probioticas testadas.
3.9 Interacgdes variadas entre Candida spp. e Lactobacillus spp.
Bilhan et al.®, em um trabalho de 2009, investigaram a relacdo da

estomatite protética com a presenca de hifas de C. albicans e Lactobacillus. Noventa

e um participantes usuarios de préteses totais bimaxilares participaram do estudo.
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Amostras foram coletadas da regido palatina com swabs e das regibes que
apresentavam inflamacao, além de coleta de saliva. Foi feita contagem de Unidades
Formadoras de Colbnias para Candida, e Rogosa Agar foi utilizado como meio
seletivo para o isolamento de espécies de Lactobacillus, sendo examinadas por
coloracdo Gram todas as colbnias diferentes que cresceram nas placas. Os
resultados indicaram uma associacdo entre a contagem de Lactobacillus e C.
albicans, indicando desta forma que espécies de Lactobacillus parecem
desempenhar um importante papel no desenvolvimento da estomatite protética.
Apesar de uma importante evidéncia cientifica sobre o assunto, o uso de Agar
Rogosa como meio seletivo para o desenvolvimento de espécies de Lactobacillus
mostra-se como um viés do estudo, visto que este meio permite a possibilidade de

crescimento de outras espécies.

Orsi et al.>’, em 2014, investigaram o efeito de diferentes espécies de
probiodticos de Lactobacillus na formacéo de hifas e desenvolvimento de biofilme de
C. albicans. Quatro diferentes espécies de Lactobacillus foram estudadas, sendo
elas: L. rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum e L. reuteri, além de duas cepas de
Candida albicans: referéncia 286 e seu isogénico mutante hwpl/hwpl, a cepa
FJS24. Apds analise morfolégica e ensaios colorimétricos quantitativos, os autores
explicam que probiéticos de Lactobacillus infiltraram nos fluidos sobrenadantes,
apresentando efeitos inibitorios tanto na formacao de hifas como na producédo de
biofilme de C. albicans, independente do gendétipo. Dessa maneira, destacam que 0s
dados apresentados em seu trabalho fornecem evidéncias iniciais sobre a habilidade
dos probiéticos de Lactobacillus em prejudicar a caracteristica de viruléncia de C.
albicans, através de inibicao da transicdo morfolégica, além de inibirem a producéo
de biofilme e também atuarem no controle de danos fungicos em biofilmes pré-

formados.

Li et al.>*, em 2014, avaliou a eficacia e seguranca, a curto prazo, do uso
de probidticos como coadjuvante no tratamento de estomatite oral associada a
Candida, em um estudo aleatorizado controlado. Usuarios de proteses totais ou
parciais ndo foram incluidos neste estudo, uma vez que as proteses poderiam

funcionar como fatores de interferéncia local, e influenciarem os resultados. O
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estudo contou com a participacdo de 65 individuos, que utilizaram apenas agentes
antifingicos locais (gargarejo com solugdo de bicarbonato de sédio 2% por 30
segundos, seguido de intervalo de 10 minutos e em seguida aplicacdo de pasta com
2% de nistatina) ou estes mesmos agentes acompanhados de probioticos locais
(mistura de Bifidobacterium longum, Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus
thermophilus), trés vezes por dia, por 4 semanas. Parametros como hiperemia,
cultura de saliva, coleta de amostras do dorso lingual com swab e reacbes adversas
foram avaliadas ou registradas no inicio, meio e no fim do tratamento. Apesar das
caracteristicas iniciais dos participantes serem similares, ambos 0s grupos
apresentaram reducao no nivel de dor e hiperemia na mucosa lingual apos o periodo
de 4 semanas. A taxa de deteccao de espécies de Candida diminuiu em ambos o0s
grupos, mas se mostrou menor no grupo onde foram utilizados probidticos. Dessa
maneira, 0s autores concluiram que a inclusdo de probidticos administrados
localmente auxiliou na melhora de certas condi¢des clinicas e reduziu a prevaléncia
de Candida, porém destacam que o impacto de probidticos em espécies de
bactérias orais deve ser melhor investigado.

Matsubara et al.**

, em 2016, analisaram o efeito inibitério de espécies de
probioticos de Lactobacillus em diferentes fases do desenvolvimento de biofilme de
C. albicans. A quantificagdo do desenvolvimento de biofime e analises
ultraestruturais foram feitas com biofiimes de Candida albicans tratados com
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei e Lactobacillus acidophilus, tanto com
as células planctonicas como com seus sobrenadantes. Sobrenadantes de L.
rhamnosus n&do apresentaram efeito sobre biofiime maduro, mas atuaram
significativamente em estagios precoces da formacdo de biofilmes de Candida.
Andlises por microscopia revelaram que suspensdes de L. rhamnosus reduziram a
diferenciacdo de hifas de Candida, levando a uma predominancia de
desenvolvimento por brotacdo. Todos os Lactobacillus atuaram tanto na reducdo da
diferenciacéo de espécies de Candida de levedura para hifa, quanto na formacgéo de
biofilme. Os efeitos inibitérios dos probidticos de Lactobacillus sobre C. albicans
envolveram tanto interacbes ceélula-célula quanto a secrecdo de metabdlitos que
podem ter impacto em caracteristicas patogénicas associadas a colonizacédo de C.

albicans nas superficies hospedeiras e filamentacdo de leveduras. Os autores
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ressaltam que seu estudo esclareceu, pela primeira vez, o mecanismo como
espécies de Lactobacillus atuam na inibicAo da colonizagcdo por C. albicans,
suportando deste modo seu uso como adjunto no tratamento de candidiase.

do Carmo et al.’®

, em 2016, analisaram as propriedades probiéticas de
espécies de Lactobacillus bem caracterizadas, segundo o0s autores. Foram
analisadas as espécies L. acidophilus, L. brevis, L. delbrueckii, L. fermentum, L.
paracasei, L. plantarum e L. rhamnosus em relacdo a sua capacidade probiotica
contra C. albicans. O potencial probidtico foi investigado segundo o0s seguintes
critérios: adesado as células epiteliais e muco do hospedeiro, formacao de biofilme,
co-crescimento com patégenos bacterianos, inibicdo de adesdo do patégeno ao
muco e atividade antimicrobiana. De uma maneira geral, os autores concluiram que
L. fermentum ATCC 23271 é um candidato a probidtico em potencial,
particularmente no complemento ao tratamento da candidiase, considerando que
apresentou o melhor perfil probiético em comparacdo as outras cepas de

Lactobacillus testadas.

Em uma publicacdo de 2016, Allison et al.®> exploraram a literatura atual
relacionada a Candida e bactérias clinicamente importantes, avaliando tais
interacbes nos contextos de patogénese, diagndstico e manejo de doencas. Os
autores buscaram entender melhor possiveis relacbes de sinergismo ou
antagonismo entre diferentes reinos microbiolégicos, tendo como foco espécies de
Candida. Durante o relato de trabalhos que correlacionam espécies de Candida e
Lactobacillus, citam que Lactobacillus isolados da cavidade oral tem a capacidade
de inibir o crescimento de Candida albicans através da producédo de H,O, Também
€ relatada a associacdo destas espécies no aparelho genital feminino, onde
Lactobacillus agem como barreira contra infeccdo de outros patdgenos pela
competicdo por adeséo e producdo de componentes antimicrobianos, como H»O..
Desta maneira, os autores indicam que os dados da literatura sugerem efeito
inibitoério de Lactobacillus sobre desenvolvimento de Candida, formacdo de hifas e
producéo de biofilme. Por fim, concluem que é importante uma maior averiguacao de

tais efeitos inibitorios de espécies de Lactobacillus em espécies de Candida.
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Oliveira et al.*!

, também em 2016, investigaram se a interacdo de C.
albicans (ATCC18804) com L. rhamnosus (ATCC7469) interfere em sua expressao
de fatores de viruléncia. Foi feito o desenvolvimento conjunto dos micro-organismos
em biofilmes por 24, 48 e 72 horas e posteriormente Candida foi isolada e a
expressdo dos maiores fatores de viruléncia foi investigada. A producdo de
fosfolipase, protease e hemolisina foi observada em meio apropriado, foi feita a
observacdo de formacédo de tubos germinativos, e observou-se a formacédo de
biofiilme apds desenvolvimento em placas de microtitulacdo e leitura em
espectrofotometro. A Candida foi também analisada quanto a sensitividade
antifangica a Anfotericina B, fluconazol e cetoconazol. Os resultados mostraram que
L. rhamnosus pode influenciar a expressao de fatores de viruléncia por C. albicans,
e tem a capacidade de alterar seu perfil de sensitividade antifingica, sugerindo que
esse micro-organismo pode atuar na reducéo da patogenicidade de Candida e atuar

em terapias e controle de candidiase.

Bulgasem et al.®, ainda em 2016, investigaram o possivel efeito
antifangico de bactérias produtoras de acido latico isoladas de mel natural. Teste de
catalase e coloracdo de gram foram aplicados para deteccdo das bactérias, e quatro
demonstraram efeito inibitério sobre espécies de Candida. Elas foram identificadas
como Lactobacillus plantarum HS, Lactobacillus curvatus HH, Pediococcus
acidilactici HC e Pediococcus pentosaceus HM. O desenvolvimento de C. glabrata
ATCC 2001 foi fortemente inibido por L. curvatus HH e P. pentosaceus HM. A
atividade antifungica do sobrenadante bruto foi avaliada e também refletiu atividade
antifingica em relacao a espécies de Candida. Os autores concluiram de seu estudo
gue bactérias produtoras de acido latico isoladas de mel produziram componentes
que podem ser utilizados na inibicdo do desenvolvimento de espécies patogénicas
de Candida.

Jorgensen et al.?®, em 2017, investigaram o potencial antifingico do
probidtico bacteriano Lactobacillus reuteri (DSM 17938 e ATCC PTA 5289) contra
seis espécies de Candida orais (C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C.
dubliniensis, e C. parapsilosis). Os Lactobacillus foram testados quanto a sua

capacidade de co-agregar e inibir o crescimento das cepas, o que foi observado
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através de espectrofotometria e ensaio de inibicAo de sobreposicdo de &gar.
Adicionalmente, o ph era avaliado através de microsensores, e a producdo de
peroxido de hidrogénio (H»,O, pelos Lactobacillus era verificada. Os autores
observaram que L. reuteri exibiu propriedades antifingicas contra 5 das 6 espécies
de Candida orais mais comuns, ndo tendo acdo apenas contra C. krusei. Desta
maneira, os achados refletiram que a capacidade probiotica de L. reuteri € cepa

especifica.

Song et al.”?, em 2017, estudaram a atividade antifiingica de probiéticos
em relacdo a C. albicans e os efeitos inibitérios destes em biofilmes de Candida
sobre a superficie protética. Biofilme de Candida foi formado em uma resina de base
protética e em seguida foi tratado com L. rhamnosus e L. casei. Ainda, biofilmes das
duas espécies bacterianas foram desenvolvidos e em seguida tratados com C.
albicans. Os autores observaram que L. rhamnosus ATCC 53103 e L. casei ATCC
334 mostraram forte atividade antifingica, e desta maneira concluiram que estas

bactérias poderiam ser eficazes no tratamento de estomatite protética.

Rossoni et al.®®, também em 2017, explica que probiéticos tém sido
descritos como uma potencial estratégia para controlar infec¢cdes oportunistas
devido a sua habilidade de estimular o sistema imune, e por isso 0s autores
avaliaram se isolados clinicos de espécies de Lactobacillus estdo aptos a prover
protecdo contra infec¢cdes de C. albicans. Neste trabalho, o modelo de hospedeiro
nao-vertebrado Galleria mellonella (espécie de insetos) foi utilizado.
Resumidamente, cepas clinicas de Lactobacillus isoladas da cavidade oral de
pacientes saudaveis mostraram variaveis atividades probidticas contra Candida
albicans. A cepa 28,4 de L. paracasei representa um probiético novo em potencial
que pode ser utilizado para controlar infec¢des de C. albicans. Além disso, o estudo
indicou que exposicao prévia a uma porcéo de L. paracasei ativa o sistema imune de
G. mellonella, o que pode permitir o combate a infeccbes letais por C. albicans.
Assim, este estudo também demonstrou que G. mellonella € um modelo adequado

para analisar aspectos especificos da imunomodulacédo probidtica.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Material

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados os seguintes Materiais de
Consumo e Materiais Permanentes, descritos nos Quadros 1 e 2, respectivamente:

Quadro 1- Materiais de Consumo com respectivos nomes comerciais e

fabricantes (continua)

» Adesivo instantaneo Super Bonder, Loctite, Henkel Ltda., Itapevi, Sdo Paulo,
Brasil.

» Agua destilada.

« Agua Milli-Q.

+ Alcas descartaveis calibradas para inoculacdo de micro-organismos,
Labplast, Corunha, Espanha.

« Alcool Etilico Hidratado 70°, Tupi, Ibaté, SP, Brasil.

» Béquer graduado, Vidrolabor, Paulinia, SP, Brasil.

* Bico de Bunsen.

* Buril de Le cron, Duflex SSWhite, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

» Caneta para retroprojetor, Faber Castell, Sdo Carlos, SP, Brasil.

» Corega Fita Adesiva para dentadura, GlaxoSmithKline Brasil Ltda., Rio de
Janeiro, RJ, Brasil.

* Cubeta para espectrofotometro, volume 1,5 mL, Hach, Jundiai, Sdo Paulo,
Brasil.

* Cultura de Candida albicans SC 5314.

* Cultura de Lactobacillus casei ATCC 4646.

* Equipamentos de Protecdo Individual (EPI): Toucas, mascaras e luvas,
Descarpack, Sao Paulo, SP, Brasil.

 Erlenmeyer graduado, Vidrolabor, Paulinia, SP, Brasil.

* Espatula para gesso Jon Jon, Séo Paulo, SP, Brasil.

 Espatula de aco n° 36 Duflex SSWhite, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

* Fresa tipo Maxicut, Malleifer SA, Ballaigues, Suiga.



Quadro 1- Materiais de Consumo com respectivos nomes comerciais e
fabricantes (continuacéao)

Gesso pedra tipo lll, Vigodent, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

» Gesso pedra tipo 1V, Vigodent, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

* Isolante para resina acrilica Cel-Lac, Artigos Odontoldgicos Classico Ltda,
Séo Paulo, SP, Brasil.

* Laminas de vidro, ACP Comércio de Vidros LTDA. EPP, Vidroplan,
Araraquara, SP, Brasil.

» Lixas d’ Agua Norton, Gr&o 100 e Grédo 120 (T 223), Saint-Gobain do Brasil
Produtos Industriais e para Construgéo Ltda., Guarulhos, SP, Brasil.

* Micropipetas, Boeco, Alemanha.

» Mufla metalica, OGP Produtos Odontolégicos Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil.

* Pinca clinica de aco Duflex SSWhite, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

* Pipetas sorolégicas descartaveis, volumes variados, Prolab, S&o Paulo,
Brasil.

* Placa de Petri descartavel estéril 90x15mm, Prolab, Sao Paulo, SP, Brasil.

* Placa de vidro grossa 15x07x20 mm polida, PR Industria e Comércio de
Produtos Odontolégicos, Floriandpolis, SC, Brasil.

* Placa para cultura celular de 12 orificios, Costar, Corning Incorporated, NY,
EUA.

* Placa para cultura celular de 24 orificios, Costar, Corning Incorporated, NY,
EUA.

« Placas Prontas de Agar Sangue 90 mm, Laborclin, Vargem Grande, Pinhais,
Parana, Brasil.

* Pontas descartaveis para micropipeta, Axygen, Corning Life Sciences, New
York, EUA.

* Pote paladon de vidro, Golgran, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil.

* Resina acrilica Lucitone 550, Dentsply International Inc., York, PA, EUA.

« Silicona de condensacao Zetaplus, Zermack, S.P.A., Badia Polesine, Rovigo,
Italia.

* Sistema de filtracdo Nalgene Rapid Flow, 500 mL, Rochester, NY, EUA.

* Solucao de glicose 10%.
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Quadro 1- Materiais de Consumo com respectivos nomes comerciais e
fabricantes (concluséo)

* Solucéo salina - NaCl 0,89%.

* Tubos de ensaio de vidro sem orla, 20x150mm, Pyrex, Corning, Jundiai, S&o
Paulo, Brasil.

* Tubos para centrifuga em polipropileno, 50 mL, Ato, EUA.

* Tubos para centrifuga, 15 mL, Prolab, Sdo Paulo, SP, Brasil.

* Tryptone, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha.

» Ultra Corega Creme sem sabor, 40g, GlaxoSmithKline Brasil Ltda., Rio de
Janeiro, RJ, Brasil.

» Vaselina sdlida, Rioquimica Industria Farmacéutica, Sao José do Rio Preto,
SP, Brasil.

* Yeast Extract, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha.
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Quadro 2- Materiais Permanentes com respectivos nomes comerciais e

fabricantes.

» Agitador de tubos orbital, Phoenix Industria e Comeércio de Equipamentos
Cientificos Ltda., Araraquara, Sao Paulo, Brasil.

* Autoclave vertical, Phoenix Industria e Comércio de Equipamentos
Cientificos Ltda., Araraquara, S&o Paulo, Brasil.

* Balanca de preciséo eletronica, Bel Engineering, Monza, Italia.

» Balanga de precisdao, Gehaka— Industria e Comércio Eletro Eletronica
Gehaka Limitada, Sao Paulo, Brasil.

+ Camara de fluxo laminar vertical, Pachane Industria e Comércio Ltda.,
Piracicaba, Séo Paulo, Brasil; Modelo: PA 115; No 12898.

* Centrifuga, Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha; Modelo: 5810R.

* Espectrofotometro, CMC Laboratdrio Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil.

* Estufa bacteriolégica, Marconi Equipamentos Laboratoriais Ltda., Piracicaba,
Séo Paulo, Brasil; Modelo: MA 0324; Série — 9819011,

* Estufa de cultura, Fanem Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil; Modelo: 002CB.

» Estufa para secagem e esterilizacéo, fabricada por Marconi Equipamentos
Laboratoriais Limitada, Piracicaba, S&o Paulo, Brasil; Modelo: MA 033;
N09819.

* Forno de micro-ondas, Continental AW-30, Continental Eletrodomeésticos,
Hortolandia, S&o Paulo, SP, Brasil.

* Microscépio Eletrénico de Varredura, JEOL, Modelo JSM-6610LV. Modo de
vacuo de alta resolucdo: 3,0 nm (30kV). Modo de vacuo de baixa resolugao:
4,0nm. Tensao de aceleracédo: 0,3-30 kV. Ampliacdo :25 x a 300.000x.

* Prensa hidraulica, Vipi-delta Maquinas especiais, Pirassununga, SP, Brasil.

* Rugosimetro Digital, Mytutoyo Corporation, Téquio, Japan; Modelo: SJ 400.

» Termopolimerizadora automatica, Solab Equipamentos para laboratorios
Ltda., Piracicaba, SP, Brasil.

* Ultrassom, 1440 Plus, Odontobras, Sao Paulo, SP, Brasil.
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4.2 Método

4.2.1 Confeccéo de espécimes de resina acrilica

O processo de confeccdo dos discos de resina acrilica baseou-se em
metodologia especifica®®. Os discos de resina acrilica foram confeccionados a partir
de matrizes metélicas, apresentando em seu interior 10 orificios com 15mm de
diametro e 3mm de espessura (Figura 1). Foram confeccionados 144 espécimes
(N=144) com a resina acrilica Lucitone 550 para as andlises de adeséo e formacgéo

de biofilme.

Figura 1 - Matriz metélica usada na confeccéo dos discos de resina acrilica.

Fonte: Elaboracéao prépria.

4.2.1.1 Inclusdo dos discos de silicona

Inicialmente, discos feitos com silicona de condensacao de consisténcia
densa foram obtidos através da condensac¢do manual desse material no interior dos
orificios da matriz metalica (Figuras 2A e 2B), e placas de vidro foram utilizadas para
atribuir regularidade as superficies. Ap0s a polimerizacédo, os discos de silicona
foram fixados com adesivo instantaneo sobre uma lamina de vidro (Figura 3), e 0
conjunto composto por discos de silicona e lamina de vidro foi incluido em mufla
metalica utilizando-se gesso pedra tipo Il (Figura 4). Apdés presa do gesso, 0S

espacos existentes entre os discos de silicona previamente fixados na lamina de
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vidro foram preenchidos com gesso pedra tipo IV (Figura 5). Em seguida, apos a
presa do gesso tipo IV, uma nova lamina de vidro foi posicionada sobre o conjunto
composto por discos de silicona e gesso tipo IV, a contra-mufla foi posicionada e a
incluséo finalizada com gesso pedra tipo Il (Figura 6). Foi aguardado um periodo de

30 minutos sob a prensa, com carga de 0,5 toneladas.

Figura 2 - Discos de silicona de condensacao confeccionados com uso de matriz

metalica.

Fonte: Elaboracao propria.

Figura 3 - Discos de silicona de condensacao fixados em lamina de vidro.

Fonte: Elaboracgé&o propria.
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Figura 4 - Conjunto discos de silicona e lamina de vidro incluidos em mufla metélica

com gesso pedra tipo .

Fonte: Elaboracao propria.

Figura 5 - Espacos entre os discos de silicona preenchidos com gesso pedra tipo IV.

Fonte: Elaboracé&o propria.
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Figura 6 - Lamina de vidro incluida na contra-mufla.

Fonte: Elaboracao propria.

4.2.1.2 Manipulacao, prensagem e polimerizacdo da resina acrilica

Apos a abertura da mufla, foi feita a remocdo dos discos de silicona de
condensacao (Figura 7), e foi realizado o isolamento do gesso com isolante para
resinas acrilicas. A proporcao pé/liquido e manipulacdo da resina acrilica utilizada
foram realizadas de acordo com as recomendacdes do fabricante (21 gramas do pé
para cada 10 mL de liquido). A resina acrilica termopolimerizavel Lucitone 550 foi
escolhida para a confeccdo dos espécimes nesta pesquisa por ser comumente
utilizada na confeccdo de bases protéticas™>>’. O polimero da resina acrilica foi
pesado em uma balanca eletrénica com precisdo de 0,001g e o liquido mensurado
com auxilio de uma pipeta. Ao atingir a fase plastica, a massa de resina acrilica foi
adaptada nos orificios onde estavam os discos de silicona de condensacéo, e a
prensagem foi realizada sob prensa hidraulica em duas etapas, uma prensagem
inicial e uma final. Para a prensagem inicial, uma carga de 0,5 toneladas foi
exercida, e entdo a mufla foi aberta e os excessos de resina acrilica foram
eliminados com auxilio de um buril de Le Cron. A mufla foi novamente fechada e
levada a prensa, onde foram aplicadas cargas gradativas de 0,5, 0,75 e 1,00
toneladas. Para uma correta acomodacao da resina no interior da mufla e uma
agregacdo adequada do mon6émero ao polimero da resina acrilica, foi aguardado um
periodo de 30 minutos sob a prensa (Figura 8). Posteriormente, as muflas foram

colocadas em prensas metalicas para coc¢do e levadas para polimerizacdo. O
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processo de polimerizacdo da resina acrilica foi realizado em termopolimerizadora
automética (Figura 9), de acordo com recomendacdes do fabricante, sendo

escolhido o ciclo curto (90 minutos a 73°C e 30 minutos a 100°C).

Figura 7 - Remocéao dos discos de silicona para prensagem de resina acrilica.

Fonte: Elaboracéao prépria.

Figura 8 - Mufla sob prensa hidraulica.

Fonte: Elaboracéo propria.
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Figura 9 - Termopolimerizadora automética utilizada para polimerizacao da resina

acrilica.

Fonte: Elaboracao propria.

4.2.1.3 Desinclusdo e acabamento

Apoés a polimerizacdo, as muflas foram resfriadas sobre bancada por 24
horas e, entdo, os discos de resina foram desincluidos. Os excessos laterais
verificados nos espécimes foram removidos com auxilio de micromotor e uma fresa
do tipo Maxicut (Figura 10). Apds o acabamento, os espécimes foram armazenados
em agua destilada por 48 horas a 37°C, para que ocorresse a eliminacdo do

mondmero residual®.
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Figura 10 - Discos de resina acrilica apds acabamento dos excessos laterais.

Fonte: Elaboracao propria.

4.2.1.4 Padronizacao da rugosidade superficial

A rugosidade superficial de cada superficie dos discos foi padronizada
pelo polimento destas com lixas d’agua de diferentes granulagdes (100 e 120),
acompanhada da mensuracdo da rugosidade das superficies por um rugosimetro
(Figura 11), buscando assim reproduzir a rugosidade superficial interna média de
bases protéticas®®. Foi utilizado rugosimetro com precisdo de leitura de 0,01 um,
comprimento de leitura de 2,4 mm, velocidade da ponta ativa de 0,5 mm/s, e raio da
ponta ativa de 5 um®®. Em cada espécime foram realizadas quatro mensuracdes no
total, sendo duas em cada superficie. A média entre as leituras foi determinada
como o valor da Rugosidade (um). Os espécimes utilizados nesta pesquisa
56,83

possuiam valor de rugosidade superficial média de aproximadamente 3,0 ym
(£0,3).
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Figura 11 - Mensuracao da rugosidade das superficies dos espécimes por

rugosimetro.

Fonte: Elaboracéao proépria.

4.2.1.5 Desinfeccdo dos espécimes

Apds a padronizacdo da rugosidade superficial, os espécimes foram
desinfetados por meio de exposicao a luz ultravioleta no interior da camara de fluxo
laminar vertical, em ambas as superficies e por 20 minutos cada, sendo
posteriormente armazenados por no maximo 24 horas em placas de petri

descartaveis estéreis, e que foram mantidas seladas até o momento do uso (Figura
12).



59

Figura 12 - Espécimes desinfetados e com rugosidade superficial padronizada.

Fonte: Elaboracéao proépria.

4.2.2 Analises Microbiolégicas

Os procedimentos descritos a seguir foram realizados no Laboratério de
Microbiologia do Departamento de Materiais Odontolégicos e Prétese da Faculdade
de Odontologia de Araraquara-UNESP, sob a supervisdo da Profa. Dra. Marlise Inéz
Klein, Professora Pesquisadora na Area de Biologia Molecular Aplicada a
Microbiologia do Departamento de Materiais Odontolégicos e Protese da Faculdade
de Odontologia de Araraquara/UNESP.

Foram utilizadas neste trabalho as espécies C. albicans®****"® e L.
casei®®®’. A avaliacdo da colonizacdo microbiana pelas espécies incluiu as fases de
adesao e formacao de biofilme sobre a superficie de discos feitos com resina acrilica
Sem Adesivo (SA), com o Adesivo Ultra Corega Creme (AC) e com o Adesivo
Corega Fita Adesiva (AF), de modo a avaliar qual situagdo, em uma simulacao
clinica, promove maior ou menor crescimento microbiano das espécies de Candida e
de Lactobacillus, de maneira isolada e em co-cultura.

Abaixo é apresentada uma Tabela com a composicao, fabricante e lote

dos adesivos selecionados para este estudo.
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Tabela 1 - Composicéo, fabricante e lote dos adesivos Ultra Corega

Creme e Corega Fita Adesiva.

Adesivo Composicao Fabricante Lote

STAFFORD-MILLER
Sais de sodio/calcio de IRELAND Limited, do

poli (metilviniléter / &cido grupo de Empresas
Ultra Corega

maleico), GlaxoSmithKline, R 13462
Creme S i
carboximetilcelulose, Oleo Youghal Road,
mineral, vaselina Dungarvan, Co.
Waterford, Irlanda
GlaxoSmithKline
Brasil Ltda. Estrada
Carboximetilcelulose de dos Bandeirantes,
c Fit sédio, cera 8464 - Rio de Janeiro
orega Fita
. monocristalina, -RJ - CNPJ 550212V
Adesiva o
polibutileno, 33.247.743/0001-10.
polietilenoglicol REG. ANVISA:
80141610008.

IndUstria Brasileira

Fonte: Elaboracao propria.

4.2.2.1 Preparo dos in6culos

As cepas microbianas utilizadas (C. albicans SC 5314 e L. casei ATCC
4646) foram mantidas congeladas a -80°C e reativadas no momento do uso em
placas contendo o meio de cultura Agar Sangue, pelo método da saturacdo, sendo
em seguida incubadas a 37°C em ambiente com CO; a 5% por 48 horas. As placas
de Agar Sangue foram utilizadas porque é possivel diferenciar visualmente as
colonias das cepas utilizadas neste meio de cultura, permitindo assim a contagem
de Unidades Formadoras de Colonia (UFC). Apos este periodo, cinco coldnias de
cada cepa foram transferidas separadamente para meio de cultura liquido TYE
(Tryptone and Yeast Extract) suplementado com 1% de glicose, e foram entdo

incubados por 16 horas, também a 37°C e em ambiente com CO, a 5%, formando
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desta maneira o pré-inoculo. A seguir, essas culturas foram diluidas 1:20 e 1:40 em
meio TYE + 1% de glicose, e incubadas até atingirem Densidade Optica (DO)
correspondente ao meio da fase exponencial, o que foi determinado previamente
através de curvas de crescimento das cepas microbianas utilizadas (DO=0,719
+0,181 e de aproximadamente 8 horas para L. casei, e DO=0,97 0,03 e de
aproximadamente 6 horas para C. albicans). A DO era verificada através do uso de
Espectrofotdmetro. As duas diluicdes foram feitas em cada micro-organismo para
permitir que fosse escolhido um tubo por cepa, garantindo assim que a diluicdo com
densidade Optica ideal fosse utilizada para o preparo do inéculo. Os tubos
escolhidos foram centrifugados por 20 minutos a 4000 Rotagdes Por Minuto (RPM) e
a temperatura de 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o mesmo
volume de meio novo (TYE + 1% de glicose) foi adicionado, obtendo-se uma
concentracéo microbiana de 1x10° UFC/mL, para o indculo dos ensaios de adesao e
formacéo de biofilmes. Foram preparados indculos de L. casei apenas, C. albicans

apenas, e de L. casei e C. albicans.

4.2.2.2 Aplicagao dos adesivos

De modo a garantir maior fidelidade aos resultados obtidos, foi feita uma
padronizacao da quantidade dos adesivos que foram aplicados sobre a superficie
dos espécimes. Para o Adesivo Ultra Corega Creme foi padronizada a quantidade
de aproximadamente 0,050 gramas do produto em cada corpo de prova, sendo esta
porcdo aplicada e espalhada de maneira homogénea diretamente sobre a superficie
do espécime, formando uma fina camada sobre a superficie’®?*%. Ja o Adesivo
Corega Fita Adesiva foi recortado, umedecido em &gua Milli-Q esterilizada e

aplicado sobre a superficie dos espécimes!®?332

, sendo padronizada também a
guantidade de aproximadamente 0,050 gramas do produto em cada corpo de prova

(Figura 13).
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Figura 13 - Grupos experimentais com Adesivo Ultra Corega Creme (AC), Adesivo

Corega Fita Adesiva (AF) e resina acrilica Sem Adesivo (SA).

Fonte: Elaboracao propria.

O processo de aplicacdo dos adesivos aos espécimes ja previamente
desinfetados por meio de exposicao a luz ultravioleta foi feito no interior da camara
de fluxo laminar vertical, garantindo ambiente asséptico. Apds a aplicacdo, todos os
espécimes foram novamente submetidos a exposicdo em luz ultravioleta por 20

minutos, para desinfec¢do dos adesivos aplicados.

4.2.2.3 Coleta e preparo da saliva

Nesta pesquisa foi utilizada saliva natural para incubacdo dos espécimes
de resina acrilica, de modo a simular uma condicéo real. O presente trabalho esta de
acordo com aspectos éticos através de aprovacdo no site da Plataforma Brasil, sob
registro CAAE: 36069714.7.0000.5416 (ANEXO A).

Foi coletada saliva estimulada de dois voluntarios que ndo haviam se
alimentado em um periodo de pelo menos duas horas antes da coleta, nem utilizado
creme dental com principio ativo diferente de fltor ou feito uso de bochechos com
substancias antissépticas. A saliva foi estimulada pela mastigacdo de um pedaco de
parafilme pelos voluntarios. Foi coletado um total de 200 mL de saliva, em tubos de
polipropileno. A saliva foi entdo misturada com tampao de adsor¢éo (Tampéo AB —
0,05 M KCI; 0,02 M KPQy4; 0,02 M CaCl,; 0,02 M MgCl,) em uma proporgcao de 1:1
(v/v) e foi adicionado 0,1 M PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride, Sigma) a uma
relacdo de 1:1000 (0,1 mM PMSF na concentragéo final). Em seguida, o conteudo
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foi centrifugado por 10 minutos a 4000 RPM e 4°C. O sobrenadante foi recolhido
(saliva totalmente clarificada) e filtrado usando filtro com poros de 0,22 um (Sistema
de filtracdo Rapid Flow, 500 mL, Nalgene - Figura 14). A saliva permaneceu

armazenada a -80°C até sua utilizacao.

Figura 14 - Sistema de filtragc&o utilizado para saliva.

Fonte: Elaboracéao proépria.

Os espécimes de todas as situacdes experimentais (AC, AF e SA) foram
acondicionados, com auxilio de pinc¢a esterilizada, em placas de microtitulacdo de 24
pocos, sendo 1 disco por poco (Figura 15). Estes foram pré-incubados em saliva
total esterilizada por filtracdo, permanecendo por 30 minutos a 37°C para formagéo
de pelicula salivar (a qual possui componentes necessarios para a colonizagcao por
micro-organismos orais). Um volume de 1 mL de saliva esterilizada foi utilizado para
cada poco da placa. Apds este periodo, a saliva foi removida e os discos foram

enxaguados com solucgéo salina (NaCl 0,89%).
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Figura 15 - Discos de todas as situagdes experimentais (AC, AF e AS)

acondicionados em placa de microtitulagdo de 24 pogos.

Fonte: Elaboracéao proépria.

4.2.2.4 Ensaios de Adesao
Um volume de 1,0 mL de cada in6culo (1x10° UFC/mL, preparado como
descrito anteriormente) foi transferido para cada po¢o da microplaca, sendo os

in6culos com diferentes grupos de micro-organismos divididos segundo ilustrado na
Figura 16.
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Figura 16 - llustracdo da microplaca de 24 pog¢os com o posicionamento dos discos

para colonizacdo microbiana (por grupo experimental e espécies microbianas).

Lactobacillus casei (L)
+

Céndida albicans (C)

Céndida albicans(C)

. Adesivo na forma de
( Creme (AC)
. Adesivo na forma de
Fita (AF)
. . . . . . I

Fonte: Elaboracao propria.

Lactobacillus casei (L)

A placa foi incubada por 1 hora e meia (a temperatura de 37°C e em
ambiente com CO; a 5%), e entdo os discos foram lavados gentilmente com solucao
salina (0,89% NaCl). Em seguida, iniciou-se 0 processamento das amostras para a
quantificacdo de cada micro-organismo aderido nas superficies, através da
contagem das Unidades Formadoras de Colonia (UFC) por mL.

Cada disco foi transferido individualmente para tubos de ensaio de vidro
estéreis com 2 mL de solucdo salina (0,89% NaCl) em seu interior, utilizando-se
pinga clinica estéril e em ambiente asséptico. Os tubos de ensaio foram submetidos
a banho ultrassoénico por 11 minutos para remocéao das células aderidas, seguido de
diluicdo seriada da suspensdo microbiana por disco. Foram feitas diluicGes seriadas
de 10" a 103, As diluicdes foram semeadas em placas de Agar Sangue pela técnica
da gota, e estas foram incubadas por 48 horas a 37°C em ambiente com 5% de CO,,

sendo em seguida o niumero de UFC quantificado (Figura 17).
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Figura 17 - Placa de Agar Sangue com desenvolvimento de col6nias proveniente de

Ensaio de adesao, em 3 diferentes diluicdes seriadas.

Fonte: Elaboracéao proépria.

4.2.2.5 Ensaios de formacéao de Biofilme

Para avaliar a consequente formacdo de biofiime apds a adesao
microbiana, apos o periodo de incubacédo por 1 hora e meia (a temperatura de 37°C
e em ambiente com CO; a 5%) foi feita a troca do meio de cultura (TYE+1% glicose)
e os discos com 0s micro-organismos aderidos permaneceram incubados por mais
24 horas. Em seguida, os discos com biofilmes foram processados do mesmo modo
descrito para os ensaios de adesdo. Foi adotado um periodo de formacdo de
Biofilme de 24 horas porque considera-se que nenhum usuério de adesivos
permaneca com o produto em sua boca por um periodo superior a esse.

Cada disco foi transferido individualmente para tubos de ensaio de vidro
estéreis com 2 mL de solugéo salina (0,89% NaCl) em seu interior, utilizando-se
pinca clinica estéril e em ambiente asséptico. Os tubos de ensaio foram submetidos
a banho ultrassénico por 11 minutos para remoc¢ao das células de biofilme, seguido
de diluicdo seriada da suspensdo microbiana por disco. Foram feitas diluicbes
seriadas de 102 a 10™. As diluices foram semeadas em placas de Agar Sangue
pela técnica da gota, e estas foram incubadas por 48 horas a 37°C em ambiente
com 5% de CO,, sendo em seguida o numero de UFC quantificado (Figura 18).
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Figura 18 - Placa de Agar Sangue com desenvolvimento de coldnias proveniente de
Ensaio de formacgé&o de biofilme, em 3 diferentes diluicbes seriadas.

Fonte: Elaboracéao proépria.

Foram realizadas 2 replicatas por condicdo experimental em cada
microplaca, considerando os diferentes indculos de micro-organismos, os adesivos
testados e 0s ensaios propostos (Adesdo e Biofilme). Ao todo foram realizados 4
experimentos em ocasides distintas, desta maneira totalizando um N de 144 e um n

de 8 espécimes por condi¢cdo experimental.

4.2.2.6 Caracterizacdo dos espécimes por condicdo experimental através de

andlise por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Com a finalidade de caracterizar cada uma das condi¢bes experimentais,
apos a finalizacdo dos ensaios de adeséo e de formacédo de biofilme promoveu-se o
processamento das amostras para observar o padrédo de distribuicdo das células e a
arquitetura do biofilme formado em cada condi¢cdo experimental. Para MEV, ap0s o
periodo de incubacao nas distintas condi¢cdes experimentais (Adesao: 1 hora e meia;
Biofilme: 24 horas), foi feita a remocao das células ndo aderidas por lavagem com
solucéo salina (0,89% NaCl) e em seguida foram realizados procedimentos para a
fixacdo das células aderidas por meio da imersdo dos discos em paraformaldeido
4% por 1 hora e, subsequentemente, em solucdo alcodlica a 70%, 80%, 90% e 99%,
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por 20 minutos cada. A lavagem e as imersdes foram feitas através da troca dos
espécimes de placa, com grande cuidado para ndo remover as células e assim
promover a melhor fixacdo possivel. Tais procedimentos foram feitos no interior da
camara de fluxo laminar vertical.

Apds o processo de fixacdo das células aderidas, os espécimes foram
mantidos em dessecador por 5 dias para total evaporacdo de qualquer umidade
presente nas amostras.

Apesar de analises terem sido feitas nos espécimes nas situacdes
experimentais de Adeséo e Biofilme, as amostras de Adeséo foram prejudicadas por
problemas técnicos durante o processamento, de modo que 0S micro-organismos
nao puderam ser encontrados sobre a superficie dos espécimes mesmo apos
repeticdo do protocolo, provavelmente porque se deslocaram da superficie durante
as etapas de lavagem e enxague. Assim, nas amostras de Biofilme, procurou-se
selecionar regides representativas do que era encontrado de maneira geral em cada
superficie dos espécimes. Inicialmente foram analisados 36 espécimes em MEV, no
entanto como o0s espécimes de Adesdo ndo puderam ser aproveitados, a amostra
por fim contou com 18 espécimes (N=18), sendo 2 espécimes por condi¢do
experimental (n=2).
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4.3 Analise Estatistica

Para a andlise de contagem de UFC (por superficie), inicialmente os
dados obtidos foram tabulados e as médias, desvio-padrao e coeficiente de variacao
foram calculados. Os dados foram transformados em log;o para melhor visualizagéo
dos resultados. Foi verificada a distribuicdo normal dos dados, e por isso foi feita
andlise de variancia através de ANOVA dois fatores. Como foi indicada diferenca
significativa entre os grupos, o teste de Tukey para comparacdes multiplas foi
empregado.

Um nivel de significAncia de 0,05 foi obedecido para todas as
comparacdes realizadas, independente da variavel. Todos os testes foram
conduzidos por meio do programa GraphPad Prism 7 (verséo 7.03).
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5 RESULTADOS

5.1 Contagem de UFC

Os dados referentes a estatistica descritiva (média, desvio padrdo e
coeficiente de variacéo) para as situacdes experimentais de Adesao e Biofilme foram
tabulados (APENDICES A E B), e s&o representados pelas Figuras 19 e 20.

Figura 19 - Dados descritivos da contagem de UFC durante os

experimentos de Adeséo, nas diferentes situagdes experimentais.

Adesao

co
1

Bl L. casei (simples)
Bl L. casei (misto)

e

Il C. albicans (simples)
Il C. albicans (misto)

log UFC/substrato
n &

0-

Adesivo creme Adesivo fita Sem adesivo

Fonte: Elaboracao propria.
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Figura 20 - Dados descritivos da contagem de UFC durante os

experimentos de Biofilme, nas diferentes situagbes experimentais.
Biofilme

Il L. casej(simples)

Il L. casei(misto)

Bl C. albicans (simples)
Il C. albicans (misto)

log UFC/substrato

Adesivo creme Adesivo fita Sem adesivo

Fonte: Elaboracéao proépria.

Apos aplicacdo do teste de Tukey para comparacdes multiplas, foi
detectada diferenca estatisticamente significante entre varios grupos, de acordo com

as situacdes experimentais (Tabelas 2, 3, 4 e 5):
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Tabela 2 - Comparacdes entre as diferentes situacbes experimentais nos
testes de Adeséo, de acordo com as espécies de micro-organismos.

Micro-organismo Comparagéao Valor de p
Adesivo Creme X Adesivo Fita 0,9983
L. casei (simples) Adesivo Creme X Sem Adesivo 0,5278
Adesivo Fita X Sem Adesivo 0,4940
Adesivo Creme X Adesivo Fita 0,0796
L. casei (misto) Adesivo Creme X Sem Adesivo 0,0003*
Adesivo Fita X Sem Adesivo 0,1392
Adesivo Creme X Adesivo Fita 0,0016*
C. albicans (simples) Adesivo Creme X Sem Adesivo 0,9905
Adesivo Fita X Sem Adesivo 0,0024*
Adesivo Creme X Adesivo Fita <0,0001*
C. albicans (misto) Adesivo Creme X Sem Adesivo 0,1910
Adesivo Fita X Sem Adesivo 0,0264*

*Diferenca estatisticamente significante (p<0,05)

Fonte: Elaboracéao prépria.

Observa-se que L. casei (misto) se aderiu melhor na situacdo Sem
Adesivo do que quando o Adesivo Creme foi utilizado, porém nao ocorreram
diferencas na quantidade de células aderidas entre os dois adesivos testados. Ja C.
albicans (simples) se aderiu em maior quantidade quando o Adesivo Fita foi utilizado
do que quando o Adesivo Creme ou nenhum adesivo foi utilizado. Quando C.
albicans se desenvolveu em conjunto com L. casei, da mesma maneira, foi
observado maior adesdo do fungo quando o Adesivo Fita foi empregado do que
guando o Adesivo Creme ou nenhum adesivo foi utilizado.

Deste modo, observou-se que L. casei, de maneira geral, ndo difere sua
taxa de adesdo quando adesivos sdo utilizados. Em uma Unica excec¢éo, quando
cultivado de maneira mista com C. albicans, L. casei aderiu mais Sem Adesivo do
gue quando o Adesivo Creme foi empregado. Ainda, observou-se que C. albicans
tanto simples quanto misto adere mais quando cultivada em Adesivo Fita do que nas

outras situagoes.
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Tabela 3 - Comparacdes entre as diferentes situacbes experimentais nos
testes de Adesdao, de acordo com as superficies testadas.

Superficie Comparagéo Valor de p
L. casei (simples) X L. casei (misto) 0,0643
L. casei (simples) X C. albicans (simples) <0,0001*
) L. casei (simples) X C. albicans (misto) 0,0073*
Adesivo Creme N _ _
L. casei (misto) X C. albicans (simples) <0,0001*
L. casei (misto) X C. albicans (misto) <0,0001*
C. albicans (simples) X C. albicans (misto) 0,5614
L. casei (simples) X L. casei (misto) 0,9924
L. casei (simples) X C. albicans (simples) <0,0001*
_ ) L. casei (simples) X C. albicans (misto) <0,0001*
Adesivo Fita __ i _
L. casei (misto) X C. albicans (simples) <0,0001*
L. casei (misto) X C. albicans (misto) <0,0001*
C. albicans (simples) X C. albicans (misto) 0,9583
L. casei (simples) X L. casei (misto) 0,9577
L. casei (simples) X C. albicans (simples) 0,0024*
) L. casei (simples) X C. albicans (misto) 0,0008*
Sem Adesivo _ _ _
L. casei (misto) X C. albicans (simples) 0,0114*
L. casei (misto) X C. albicans (misto) 0,0043*
C. albicans (simples) X C. albicans (misto) 0,9889

*Diferenca estatisticamente significante (p<0,05)

Fonte: Elaboracao propria.

Considerando as superficies dos espécimes, em todas as situacoes
(Adesivo Creme, Adesivo Fita e Sem Adesivo), C. albicans tanto simples quanto
misto aderiu mais quando comparado com L. casei simples ou misto. Ainda,
observou-se que em todas as situacdes (Adesivo Creme, Adesivo Fita e Sem
Adesivo), sempre que uma mesma espécie foi comparada em sua situacdo simples
e misto, ndo foi observada diferenca estatisticamente significante, refletindo assim
que nenhuma relacdo de sinergismo ou antagonismo foi observada entre as

diferentes espécies, nas analises de Adesao.
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Tabela 4 - Comparacdes entre as diferentes situacbes experimentais nos

testes de Biofilme, de acordo com as espécies de micro-organismos.

Micro-organismo Comparagéo Valor de p
Adesivo Creme X Adesivo Fita 0,9967
L. casei (simples) Adesivo Creme X Sem Adesivo 0,0156*
Adesivo Fita X Sem Adesivo 0,0126*
Adesivo Creme X Adesivo Fita 0,9620
L. casei (misto) Adesivo Creme X Sem Adesivo 0,6202
Adesivo Fita X Sem Adesivo 0,4569
Adesivo Creme X Adesivo Fita 0,0369*
C. albicans (simples) Adesivo Creme X Sem Adesivo 0,3408
Adesivo Fita X Sem Adesivo 0,5163
Adesivo Creme X Adesivo Fita 0,0473*
C. albicans (misto) Adesivo Creme X Sem Adesivo 0,0479*
Adesivo Fita X Sem Adesivo >0,9999

*Diferenca estatisticamente significante (p<0,05)

Fonte: Elaboracéao proépria.

Nas analises de formacado de Biofilme, L. casei (simples) se desenvolveu
mais na situacdo Sem Adesivo do que quando o Adesivo Creme ou Adesivo Fita
foram utilizados. Em seu cultivo misto com C. albicans, ndo foi observada diferencga
em seu desenvolvimento entre as situacdes Sem Adesivo ou com os dois adesivos
testados.

C. albicans (simples) se desenvolveu mais quando o Adesivo Fita foi
utilizado do que quando o Adesivo Creme foi empregado, no entanto ndo observou-
se diferenca entre as situacdes Adesivo Fita e Sem Adesivo. Quando cultivado em
conjunto com L. casei, da mesma maneira foi observado menor crescimento do
fungo quando o Adesivo Creme foi empregado, ndo havendo diferenca entre o

desenvolvimento nas situacdes Adesivo Fita e Sem Adesivo.
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Tabela 5 - Comparacdes entre as diferentes situacbes experimentais nos
testes de Biofilme, de acordo com as superficies testadas.

Superficie Comparagao Valor de p
L. casei (simples) X L. casei (misto) 0,1854
L. casei (simples) X C. albicans (simples) <0,0001*
) L. casei (simples) X C. albicans (misto) 0,0002*
Adesivo Creme R _ _
L. casei (misto) X C. albicans (simples) <0,0001*
L. casei (misto) X C. albicans (misto) <0,0001*
C. albicans (simples) X C. albicans (misto) 0,9753
L. casei (simples) X L. casei (misto) 0,3366
L. casei (simples) X C. albicans (simples) <0,0001*
) _ L. casei (simples) X C. albicans (misto) <0,0001*
Adesivo Fita _ _ _
L. casei (misto) X C. albicans (simples) <0,0001*
L. casei (misto) X C. albicans (misto) <0,0001*
C. albicans (simples) X C. albicans (misto) 0,9544
L. casei (simples) X L. casei (misto) <0,0001*
L. casei (simples) X C. albicans (simples) 0,0071*
) L. casei (simples) X C. albicans (misto) 0,0011*
Sem Adesivo R _ _
L. casei (misto) X C. albicans (simples) <0,0001*
L. casei (misto) X C. albicans (misto) <0,0001*
C. albicans (simples) X C. albicans (misto) 0,9388

*Diferenca estatisticamente significante (p<0,05)

Fonte: Elaboracao propria.

Considerando as superficies dos espécimes, em todas as situacoes
(Adesivo Creme, Adesivo Fita e Sem Adesivo), C. albicans tanto simples quanto
misto se desenvolveu mais quando comparada com o L. casei simples ou misto.

Também, observou-se que em quase todas as situacdes (Adesivo Creme,
Adesivo Fita e Sem Adesivo), quando uma mesma espécie foi comparada em sua
situacdo simples e misto, ndo foi observada diferenga estatisticamente significante,
refletindo assim que quase nenhuma relacdo de sinergismo ou antagonismo foi
observada entre as diferentes espécies. A Unica excecao foi a espécie L. casei em
seu cultivo na situacdo Sem Adesivo, onde observa-se maior crescimento em

simples do que em cultivo misto com C. albicans.
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5.2 Caracterizagéo por MEV

Como etapa complementar a contagem de UFC, a analise em MEV teve
como objetivo caracterizar as amostras nas diferentes situacées experimentais. Para
padronizacdo, imagens que objetivaram encontrar espécies de C. albicans foram
feitas com uma aproximacédo de 1000 vezes (Figuras 21, 22, 23, 27, 29 e 31),
enquanto as imagens onde o objetivo era a visualizacdo de espécies de L. casei

foram feitas com aproximacéo de 2500 vezes (Figuras 24, 25, 26, 28, 30 e 32).

Figura 21 - C. albicans simples - Adesivo Creme.

SEI 12kV WD12mm SS40 x1,000 10um
Amostra 0000 28 Apr 2017

Fonte: Elaboracéao prépria.

As imagens relativas a espécimes com Adesivo Creme sobre sua
superficie, de um modo geral, apresentaram-se com padrdo “embacgado” (Figuras
21, 24, 27 e 28). Isto ocorreu provavelmente devido aos componentes deste
adesivo, mais especificamente o 6leo mineral e a vaselina, componentes com
caracteristica hidratante e lubrificante, que ndo sdo encontrados na composi¢céao do

Adesivo Fita.



77

Observa-se na imagem apenas o formato de leveduras (células

ovaladas), e regides sem desenvolvimento microbiano (Figura 21).

Figura 22 - C. albicans simples - Adesivo Fita.

&

SElI 12kV WD12mm SS40 x1,000 10um
Amostra 0000 28 Apr 2017

Fonte: Elaboracao propria.

Na Figura 22 observa-se leveduras de C. albicans envoltos por uma
“‘matriz”, que é o Adesivo Fita, ndo sendo observado padrdo embacado como nas
imagens de superficies com Adesivo Creme (Figuras 21, 24, 27 e 28). Nota-se 0s
micro-organismos aglomerados em algumas regifes (setas vermelhas),
caracterizando areas sugestivas de formacdo de micro-colonias. Quase ndo se
observa regibes sem desenvolvimento microbiano, o que corrobora com o0s
resultados da contagem de UFC (maior desenvolvimento de C. albicans simples na

superficie com Adesivo Fita do que na superficie com Adesivo Creme).
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Figura 23 - C. albicans simples - Sem Adesivo.

SEl  12kV WD11mm SS40 x1,000 10pm
Amostra 0000 28 Apr 2017

Fonte: Elaboracéao prépria.

A maioria das células observadas estdo em formato de leveduras, porém
também observa-se alguns prolongamentos (possivelmente hifas ou pseudo-hifas,
indicadas por setas vermelhas, Figura 23). Também sdo observadas areas sem

desenvolvimento microbiano.
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Figura 24 - L. casei simples - Adesivo Creme.

e
SElI 12kV WD11mm x2,500 10um
Amostra 0000

28 Apr 2017

Fonte: Elaboracéao prépria.

Observa-se o padrao “embacado” caracteristico das amostras com
Adesivo Creme, sendo dificil visualizar a morfologia das células bacterianas apesar
da aproximacdo de 2500 vezes, embora seja possivel observar aglomerados

(microcoldnias - setas vermelhas, Figura 24). Ainda, € possivel notar regides sem
desenvolvimento bacteriano.
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Figura 25 - L. casei simples - Adesivo Fita.

N

SEl  12kV WD12mm  SS40 x2,500 10pum
Amostra 0000 28 Apr 2017

Fonte: Elaboracéao prépria.

Para L. casei simples, ndo é possivel observar células definidas também
na superficie com Adesivo Fita, mas ha areas com aspecto “rugoso” (indicadas por
circulos vermelhos), onde é possivel que existam bactérias “encobertas” pelo

adesivo, subsuperficialmente (Figura 25).
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Figura 26 - L. casei simples - Sem Adesivo.

3

h.&

SEl  12kV WD12mm  SS40 x2,500 10pm
Amostra 0000 28 Apr 2017

Fonte: Elaboracéao prépria.

Para L. casei cultivado sobre substrato sem adesivo, observa-se
nitidamente as células bacterianas organizadas como um “carpete” sobre a
superficie, havendo regides mais “altas” e mais “baixas” que podem ser visualizadas
desta maneira devido a rugosidade superficial do material (Figura 26). Ocorrem
ainda areas com matriz extracelular (visualizadas como uma ‘rede” de material
polimérico encobrindo as células - setas vermelhas). Corroborando com os dados
encontrados relativos a contagem de UFC, observa-se maior concentracdo celular
na imagem da superficie dos espécimes Sem Adesivo do que quando os Adesivos
Creme ou Fita foram utilizados, apesar da dificuldade de visualizagcdo desses dois

ultimos.
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Figura 27 - C. albicans misto - Adesivo Creme (aproximacao de 1000 vezes).

& i ; ki -

SEl  12kV WD11mm SS40 x1,000 10pum
Amostra 0000 27 Apr 2017

Fonte: Elaboracé&o propria.

Imagem apresenta-se também com aspecto “embacado”. Observa-se
células sugestivas de leveduras e inclusive microcoldnias (setas vermelhas, Figura

27). Ha areas sem desenvolvimento microbiano.
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Figura 28 - L. casei misto - Adesivo Creme (aproximacao de 2500 vezes).

SEl  12kV WD11mm SS40 x2,500 10um
Amostra 0000 15 May 2017

Fonte: Elaboracéao prépria.

N&o é possivel identificar L. casei mesmo neste aumento (Figura 28). A
imagem mantém o padrdo “embagado” caracteristico das imagens com Adesivo
Creme. Apenas células do tipo leveduras sdo observadas. E possivel identificar

micro-colonia na imagem apresentada (circulo vermelho).
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Figura 29 - C. albicans misto - Adesivo Fita (aproximacao de 1000 vezes).

-
oo n E £ "
SEl  12kV WD11mm SS40 x1,000 10pm
Amostra 0000 27 Apr 2017

Fonte: Elaboracéao prépria.

E possivel visualizar leveduras envoltas pela “matriz’ (Adesivo Fita),
havendo também alguns prolongamentos em regides isoladas (sugestivos de
formacdo de hifas, indicados por setas vermelhas, Figura 29). Observa-se ainda
maior quantidade de células em relacdo a imagem feita com Adesivo Creme, 0 que

corrobora com os dados de contagem de populacéo microbiana.
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Figura 30 - L. casei misto - Adesivo Fita (aproximacédo de 2500 vezes).

i Tkl

SEl 12kV WD10mm SS40 x2,500 10pm
Amostra 0000 15 May 2017

Fonte: Elaboracé&o propria.

Apesar da maior aproximagao, ndo € possivel observar células de L. casei
na Figura 30, provavelmente devido ao tamanho das bactérias, que se encontram
“‘encobertas” pelo adesivo. Apenas leveduras séo identificadas, seguindo 0 mesmo

padréo observado na aproximacéo de 1000 vezes mostrado na Figura 29.
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Figura 31 - C. albicans misto - Sem Adesivo (aproximacao de 1000 vezes).

SEl  12kV 10pum
Amostra 0000 15 May 2017

Fonte: Elaboracé&o propria.

Na Figura 31, observa-se leveduras em regides isoladas (algumas estao
indicadas por setas vermelhas), havendo também areas sem colonizacédo

microbiana.
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Figura 32 - L. casei misto - Sem Adesivo (aproximacédo de 2500 vezes).

SEl  12kV WD12mm SS40 10pum
Amostra 0000 15 May 2017

Fonte: Elaboracé&o propria.

Nesta aproximacdo é possivel a visualizacdo de L. casei (setas
vermelhas), leveduras (setas amarelas), assim como também sao visualizadas
células prolongadas, caracteristicas de hifas (circulos azuis, Figura 32). Ocorrem
também areas sem colonizagdo microbiana. Ndo se observa nenhum indicativo de
relacionamento entre as espécies microbianas nesta imagem, apesar de as duas

espécies poderem ser identificadas e diferenciadas morfologicamente.
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6 DISCUSSAO

Em uma atualidade onde a Odontologia conta com avancadas técnicas e
materiais que podem ser empregados de acordo com as peculiaridades de cada
caso clinico visando a reposi¢do da perda do elemento dental, o uso de proteses
totais convencionais na reabilitacdo oral de pacientes totalmente desdentados ainda
€ uma realidade, seja devido ao baixo custo, limitacdes sistémicas ou escolha
particular do individuo®. Nesses casos, muitas vezes como coadjuvante do
tratamento com préteses totais convencionais, 0os adesivos para proteses podem
auxiliar no aumento da retencdo e consequentemente no desempenho geral das
préteses ao atuarem aumentando a viscosidade da saliva presente entre a base
protética e mucosa®*3>>°,

No presente trabalho, buscou-se explorar o efeito dos adesivos protéticos
Ultra Corega creme e Corega Fita adesiva sobre o crescimento e colonizacdo de
duas cepas microbianas (C. albicans SC 5314 e L. casei ATCC 4646), de maneira
isolada e em conjunto. Ainda buscou-se averiguar se as duas espécies estudadas
tém efeito antagonista, sinergista ou neutro uma sobre a outra. Em ambos os
ensaios, Adesao e formacédo de Biofilme, observou-se que em quase todas as
situacdes (Adesivo Creme, Adesivo Fita e Sem Adesivo), quando uma mesma
espécie foi comparada em sua situacéo simples e misto, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significante, refletindo assim que praticamente nenhuma relagcéo de
sinergismo ou antagonismo foi observada entre os dois micro-organismos. A Unica
excecdo foi a espécie L. casei em seu cultivo de formacédo de Biofilme e na situacéo
Sem Adesivo, onde observou-se maior crescimento em cultivo simples do que em
cultivo misto com C. albicans.

Durante os testes de Adeséao, observou-se que L. casei, de maneira geral,
nao difere sua aderéncia quando adesivos sao utilizados. Em uma Unica excecgao,
guando cultivado de maneira mista com C. albicans, L. casei aderiu mais Sem
Adesivo do que quando o Adesivo Creme foi empregado. Ainda, observou-se que C.
albicans tanto em simples quanto em misto adere mais quando cultivada em Adesivo
Fita do que nas outras situacbes (Adesivo Creme e Sem Adesivo). Tal achado
contrasta com um estudo recente de Rajaram et al.®® (2017), que observaram efeito

antifingico de 3 formas fisicas de apresentacdo de adesivos protéticos, havendo
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inclusive efeito prolongado no adesivo em forma de fita. No entanto, os adesivos da
marca comercial utilizada no referido estudo (Secure) apresentam em sua
composicao agentes antimicrobianos, o que explica a discrepancia de resultados. A
inclusdo de componentes antimicrobianos na composicado dos adesivos protéticos é
uma recomendacéo relevante aos fabricantes destes produtos®, e uma sugestéo é
que a informacdo sobre a existéncia de tais componentes seja destacada na
embalagem do produto, visto que representa uma estratégia interessante para um
maior controle da incidéncia de estomatite protética nos pacientes que utilizam
adesivos protéticos em suas de préteses totais.

Observou-se maior dificuldade da espécie bacteriana formar biofilme em
seu cultivo simples nos substratos com adesivos, ja em seu cultivo misto nao foi
observada diferenca de desenvolvimento entre as situacbes Sem Adesivo ou com 0S
dois adesivos testados. C. albicans (simples e misto) mostrou maior predisposicéo
para formacéo de biofilme no substrato com Adesivo Fita, 0 que pode ser explicado
pela composicdo deste adesivo, que contém mais componentes bioadesivos em
relacdo ao outro adesivo testado, e auséncia de umidificantes como o 6leo mineral e
a vaselina, componentes estes que estdo presentes na formulacdo do Adesivo
Creme.

O perfil de colonizagédo, incluindo o padrdo de adesdo sobre uma
superficie ou a morfologia de biofilmes formados em diferentes superficies, pode ser
analisado por microscopia de fluorescéncia, MEV ou microscopia confocal a laser*.
Neste estudo, optou-se por MEV pois o material utilizado na fabricagdo dos
espécimes (resina acrilica) apresenta alto indice de fluorescéncia e tem como
caracteristica a incorporacdo de fluoréforos (devido a sua porosidade), o que
prejudicaria a analise caso outra opcéo fosse escolhida.

Um dado relevante de nossa avaliacdo qualitativa foi que, durante a
formacao de Biofilme e na situagcdo Sem Adesivo, tanto L. casei simples quanto C.
albicans simples pareceram ter seu desenvolvimento visualmente mais intenso, o
que foi caracterizado pela formacdo de material polimérico por L. casei e formacéo
de hifas por C. albicans. A formacéo de hifas por C.albicans € uma caracteristica
relacionada a invasédo tecidual, o que pode causar maior dano ao hospedeiro, e

representa um passo essencial na patogénese da candidiase®.
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Apesar de vérios trabalhos sugerirem que diferentes espécies probidticas
de Lactobacillus podem atuar direta ou indiretamente no combate a infec¢cdes por
Candida'®?842434751.687282 = nagte  estudo ndo observou-se nenhum resultado
sugestivo de inibicdo da cepa de Lactobacillus estudada (L. casei ATCC 4646) sobre
o crescimento de C. albicans (cepa SC 5314), seja no aspecto quantitativo ou por
analise em MEV. Tal resultado, apesar de contrastante, pode ser explicado devido
ao uso, neste trabalho, de uma cepa bacteriana patogénica especifica, sem
capacidade probidtica demonstrada até entdo, apesar de haverem evidéncias de
que Lactobacillus casei estdo presentes no ambiente oral'’“**®! Ressalta-se no
entanto que, como demonstrado anteriormente em amostras clinicas, existe
associacdo entre Candida spp. e Lactobacillus spp. no desenvolvimento da
estomatite protética*®. Portanto, a escolha de cepas para estudos in vivo que tenham
como objetivo a confirmagdo de acdo probibtica requer a execucdo exaustiva de
estudos in vitro a fim de determinar as melhores cepas com tal potencial, assim
como para que tais cepas ndo promovam a viruléncia de Candida spp. e sim o efeito
desejado de diminuir ou inibir a patogenicidade desses fungos.

De um modo geral, observou-se também que o fungo se desenvolveu de
maneira quantitativamente superior a espécie bacteriana, confirmando a grande
capacidade de adesdo e proliferacdo ja conhecida de C. albicans em materiais

protéticos ou tecidos duros e moles da cavidade oral®*

70,84

, assim como a producao de
biofilme complexo e heterogéneo

Alguns dos resultados encontrados nas andlises quantitativas desta
pesquisa foram reforcados apos a caracterizacao das condi¢cdes experimentais por
imagem, no caso dos ensaios de formacdo de Biofilmes. Observou-se que L. casei
simples na condicdo Sem Adesivo teve maior crescimento do que quando 0S
adesivos testados eram utilizados, refletindo assim que os adesivos dificultaram o
desenvolvimento da cepa bacteriana quando cultivada de maneira isolada. Além
disso, C. albicans tanto simples quanto misto se desenvolveu mais no Adesivo Fita
do que no Adesivo Creme, o0 que sugere que especialmente na forma fisica de fita a
marca comercial do produto considere a incorporacdo de antimicrobianos em sua
composicao.

Apesar da existéncia de uma variedade de estudos atuais na literatura

cientifica que investigam o papel dos adesivos protéticos sobre o desenvolvimento



91

fungico, especialmente espécies de Candida®®2933°066.71

, maiores investigacdes
sobre as inter-relacdes entre bactérias e fungos sdo ainda necessarias para uma
melhor compreensdo acerca das interagcdes microbioldgicas na cavidade oral de
usuarios de proteses totais, especialmente quando fazem o uso de adesivos, assim

como também para consolidar as informagdes encontradas neste trabalho.
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7 CONCLUSOES

Dentro das limitacdes deste estudo in vitro foi possivel concluir que:

1. Nao observou-se praticamente nenhuma inter-relacdo entre os dois
micro-organismos estudados;

2. L. casei, de maneira geral, ndo diferiu sua Adesdo quando adesivos
foram utilizados;

3. C. albicans aderiu mais quando cultivada em Adesivo Fita;

4. L. casei (simples) formou mais Biofilme na situacdo Sem Adesivo;

5. C. albicans formou mais Biofilme quando o Adesivo Fita foi utilizado do
gue quando empregou-se Adesivo Creme;

6. Os dois micro-organismos, na analise qualitativa e na situacdo Sem

Adesivo, deram indicio de desenvolvimento mais intenso.
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APENDICE

TABELA A1l - Estatistica descritiva dos dados da contagem de Unidades
Formadoras de Colbnia (média, desvio padrédo e coeficiente de variacdo, em logig)

para a situacéo experimental de Adeséao.

Micro-organismo Adesivo Média gzz\r/%%' C\;)aerf;;l;ggt((a‘(yg)e
L. casei simples Adesivo Creme 4,69 0,24 5,14
Adesivo Fita 4,68 0,24 5,05
L casei o Sem Adesivo 4,86 0,30 6,26
L. casei misto Adesivo Creme 4,30 0,59 13,71
Adesivo Fita 4,64 0,35 7,55
Sem Adesivo 4,94 0,14 2,75
C. albicans simples Adesivo Creme 5,41 0,31 5,75
Adesivo Fita 5,97 0,18 3,00
) Sem Adesivo 5,43 0,18 3,33
C.albicans ¢ gipicans misto  Adesivo Creme 5,21 0,46 8,84
Adesivo Fita 5,89 0,23 3,89
Sem Adesivo 5,48 0,20 3,66

Fonte: Elaboracéao proépria.

TABELA A2 - Estatistica descritiva dos dados da contagem de Unidades
Formadoras de Coldnia (média, desvio padrdo e coeficiente de variacdo, em logio)

para a situacéo experimental de Biofilme.

Micro-organismo Adesivo Média gzz\r/g%_ C\;)aer?acl:éggt?(yg)e
L. casei simples Adesivo Creme 6,77 0,27 4,06
Adesivo Fita 6,76 0,31 4,59
L casei o Sem Adesivo 7,19 0,13 1,81
L. casei misto Adesivo Creme 6,47 0,15 2,28
Adesivo Fita 6,51 0,16 2,52
Sem Adesivo 6,34 0,31 4,96
C. albicans simples  Adesivo Creme 7,48 0,39 5,23
Adesivo Fita 7,85 0,22 2,86
) Sem Adesivo 7,68 0,47 6,06
C. albicans C. albicans misto Adesivo Creme 7,41 0,23 3,12
Adesivo Fita 7,77 0,16 2,04
Sem Adesivo 7,77 0,46 5,95

Fonte: Elaboracgé&o propria.
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