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RESUMO

As dificuldades de higienizacao e controle do biofilme das proteses podem resultar em
desequilibrio da microbiota e desencadear a proliferacdo dos micro-organismos,
inclusive patogénicos. A ado¢cdo de métodos que inativem 0s micro-organismos da
superficie da protese é imprescindivel para prevencédo e tratamento de infec¢des. O
objetivo deste estudo clinico, randomizado do tipo cross-over foi avaliar,a efetividade
de sabonetes liquidos desinfetantes na inativagdo de micro-organismos presentes em
préteses totais removiveis. Vinte e oito participantes totalmente desdentados
superiores foram selecionados para o estudo de acordo com a sequencia estabelecida
para utilizacdo dos métodos de higienizagéao: HS: hipoclorito de sédio 0,5% (grupo
controle positivo); SD: sabonete liquido Dettol; SL: sabonete liquido Lifebuoy; PBS:
solugédo de PBS (grupo controle negativo). O tratamento consistiu na imersédo das
préoteses totais superiores dos participantes nas solu¢des por 8 horas (overnight),
durante sete dias. Neste estudo clinico randomizado adotou-se delineamento cruzado
(crossover), onde todos os tratamentos (métodos de desinfec¢éao) foram aplicados a
todos os participantes, eliminando, assim, a possibilidade de variacdo entre os
individuos em resposta a estes tratamentos. Amostras do biofilme das proteses foram
obtidas antes (baseline) e ap0s cada tratamento, utilizando-se swab estéril, e 0
material microbiolégico foi diluido e plaqueado em meios seletivos para Candida spp.
O sabonete liquido desinfetante foi considerado efetivo quando houve a reducao de
pelo menos 3 logs dos micro-organismos presentes nas proteses em relacdo ao
baseline. A porcentagem de reducdo foi calculada pela subtracdo dos valores totais
de UFC/mL (para cada micro-organismo) obtidos em cada tempo de avaliacdo em
relacdo ao tempo zero (primeira coleta). O célculo foi realizado para cada grupo
experimental. Para a analise de variancia o teste estatistico utilizado foi o ANOVA one
way com correcdo de Welch, o pds teste de Games- Howell com nivel de significancia
de 0,05. No presente estudo foram incluidos pacientes portadores de protese total
superior com mucosa oral e condices sistémicas saudaveis. Foi constatada a maior
incidéncia de C. albicans, apresentando frequéncia entre 66 e 88% nas intervencdes
analisadas, seguida de C. tropicalis, com uma frequéncia entre 7 e 33%. No presente
estudo, hipoclorito de sodio a 0,5% foi capaz de reduzir mais de 3 logs de micro-
organismos para todos os pacientes, mostrando sua alta efetividade antifingica, tanto
para espécies de Candida albicans, como para Candida tropicalis. J& o grupo PBS
(controle negativo), ndo teve diferenca significativa apos as intervencdes. Em relacéo
aos grupos experimentais, ambos os sabonetes liquidos (Dettol e Lifebuoy) foram
eficazes na reducédo dos dois tipos de micro-organismos isolados da base interna das
préteses totais dos voluntarios. No caso da C. albicans, as solucdes tiveram a
capacidade de zerar a contagem de micro-organismos ou reduzir em 3 logs de
UFC/mL. Os resultados do pés-teste de Games- Howell quando os grupos foram
cruzados entre si, foi possivel observar que quando comparado o Grupo HS com o0s
demais grupos de intervengdes houve uma diferencga significativa (p<0,05). Ja para os
grupos SD e SL néo foi observada diferenca estatisticamente significativa entre eles.
O grupo PBS apresentou diferenca estatistica para os demais grupos. Foi observada
redugao estatisticamente significante nos grupos HS (p< 0,001), SD (p< 0,001), SL



(p< 0,001), e PBS (p=0, 643). Para Candida tropicalis, o resultado do pos-teste de
Tukey quando os grupos foram cruzados entre si, pode-se observar que os valores do
grupo HS e do grupo PBS, tem uma diferenga estatisticamente significante (p<0,05),
também é possivel observar uma diferenca significativa entre o grupo controle PBS e
0s grupos de sabonete SD e SL . Quando comparamos o0s grupos HS, SD e SL néo
foi observado diferenca significativa, comprovando assim que os trés séo igualmente
eficazes no controle de Candida tropicalis. Até 0 momento, os resultados desse estudo
mostram que os sabonetes liquidos poderiam ser uma alternativa para desinfeccao
de préteses removiveis parciais ou totais, levando em consideracdo sua efetividade
na reducéo do biofilme (estudos in vivo e in vitro) e sua nao citotoxicidade (estudos in
vitro).

Palavras-chave: Biofilmes. Estomatite sob prétese. Desinfeccdo. Estudo clinico.
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Faculdade de Odontologia da UNESP; 2019

ABSTRACT

The difficulties related to hygiene and biofilm control on buccal prosthesis may
unbalance the microbiota and trigger the proliferation of microorganisms, including
pathogens. Adopting methods that inactivate microorganisms at the surface of the
prosthesis is essential for preventing and treating infections. The difficulties of
sanitizing and controlling the biofilm of the prostheses can result in imbalance of the
microbiota and trigger the proliferation of microorganisms, including pathogens. The
adoption of methods that inactivate microorganisms on the surface of the prosthesis is
essential for the prevention and treatment of infections. The objective of this cross-
over randomized clinical trial was to evaluate the effectiveness of liquid disinfectant
soaps in the inactivation of microorganisms present in total removable dentures.
Twenty-eight upper fully edentulous participants were selected for the study according
to the established sequence for use of the hygiene methods: HS: sodium hypochlorite
0.5% (positive control group); SD: Dettol liquid soap; SL: Lifebuoy liquid soap; PBS:
PBS solution (negative control group). The treatment consisted in immersing the upper
limbs of the participants in the solutions for 8 hours (overnight) for seven days. In this
randomized crossover study, all treatments (disinfection methods) were applied to all
participants, thus eliminating the possibility of variation among individuals in response
to these treatments. Biofilm samples of the prostheses were obtained before (baseline)
and after each treatment using sterile swab, and the microbiological material was
diluted and plated in selective media for Candida spp. The disinfectant liquid soap was
considered effective when there was a reduction of at least 3 logs of the
microorganisms present in the prostheses in relation to the baseline. The percent
reduction was calculated by subtracting the total values of CFU / mL (for each
microorganism) obtained at each evaluation time in relation to time zero (first
collection). The calculation was performed for each experimental group. For the
analysis of variance the statistical test used was the ANOVA one way with Welch
correction, Games-Howell post-test with a significance level of 0.05. In the present
study, patients with upper total prosthesis with oral mucosa and healthy systemic
conditions were included. The highest incidence of C. albicans was observed,
presenting a frequency between 66 and 88% in the analyzed interventions, followed
by C. tropicalis, with a frequency between 7 and 33%. In the present study, 0.5%
sodium hypochlorite was able to reduce more than 3 logs of microorganisms for all
patients, showing its high antifungal effectiveness for both Candida albicans and
Candida tropicalis species. However, the PBS group (negative control) had no
significant difference after the interventions. Regarding the experimental groups, both
liqguid soaps (Dettol and Lifebuoy) were effective in reducing the two types of
microorganisms isolated from the internal base of the volunteers' total dentures. In the
case of C. albicans, the solutions had the capacity to zero the microorganism count or
reduce in 3 CFU/ mL logs. The results of the Games-Howell post-test when the groups
were crossed between them, it was possible to observe that when the HS Group
compared with the other groups of interventions there was a significant difference



(p0.05). For the SD and SL groups, no statistically significant difference was observed
between them. The PBS group presented statistical difference for the other groups. A
statistically significant reduction was observed in the HS (p < 0.001), SD (p < 0.001),
SL (p < 0.001), and PBS (p = 0, 643) groups. For Candida tropicalis, the Tukey post-
test result when the groups were crossed with each other, it can be observed that the
values of the HS group and the PBS group have a statistically significant difference
(p0.05), it is also It was possible to observe a significant difference between the PBS
control group and the SD and SL soap groups. When comparing the HS, SD and SL
groups, no significant difference was observed, thus proving that all three are equally
effective in controlling Candida tropicalis. To date, the results of this study show that
liguid soaps could be an alternative for disinfection of partial or total removable
dentures, taking into account their effectiveness in reducing biofilm (in vivo and in vitro
studies) and their non-cytotoxicity (in vitro studies).

Keywords: Biofilms. Stomatitis, denture. Disinfection. Clinical study.
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1 INTRODUCAO

Muitas espécies de Candida s&o encontradas na mucosa oral em relacdo de
comensalismo!. Estes micro-organismos sdo usualmente inofensivos, porém a
alteracao da morfologia de leveduras (blastoporo), presente ha mucosa bucal normal,
para o tipo micelial (pseudohifas) é responsavel pelo desenvolvimento de infec¢bes?.
Além desse fungo, algumas espécies bacterianas associadas a doencas sistémicas
tém sido encontradas em proteses removiveis, como bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e Actinomyces spp.) e Gram-negativas
(Neisseria perfava, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae?®.

Em geral, as infec¢des por Candida comegcam com a adeséo e colonizacdo de
células de levedura em uma superficie, embebida por uma matriz polimérica €. Sendo
assim, os biofilmes sdo comunidades heterogéneas de micro-organismos presos em
uma matriz extracelular que limita a penetracdo de drogas antimicrobianas e
anticorpos®. A associacdo dos organismos em biofilmes constitui uma forma de
protecdo para seu desenvolvimento, favorecendo relaces simbioticas, e permitindo a
sobrevivéncia em ambientes hostis. Para os fungos, a formacgéao de biofilmes fornece
a comunidade microbiana protecéo e resisténcia as drogas'®. A habilidade de formar
biofiimes esta intimamente associada a capacidade de causar infeccbes e pode ser
considerada um importante fator de viruléncia®’.

A candidose € a infeccdo mais comum da cavidade bucal, e a estomatite
protética € a sua manifestacdo mais prevalente, acometendo 60% dos pacientes
usuarios de préteses'?. Candida albicans é a espécie de Candida mais associada as
infeccdes sistémicas em todo o mundo®. Seu principal fator de viruléncia é a
capacidade de formar biofilmes'4. A formacédo de biofilmes é um fator de viruléncia
crucial, que permite aumentar sua resisténcia de 30-2000 a varios agentes
antifingicos'®>. Os biofilmes de C. albicans sdo muito dificeis de tratar e sé&o
necessarias altas concentracdes de drogas antifungicas para reduzir a sua formacao.

Na maioria dos casos para se obter resultados satisfatérios, sdo necessarias
concentracfes de 5 a 8 vezes maiores que a concentracdo inibitéria minima (CIM)
usada em células planctdnicas!®. Um estudo anterior usando microscopia eletrénica
de varredura, mostrou que uma concentracdo de 11 vezes a da CIM para a
anfotericina B ndo conseguiu interromper o biofilme de C. albicans!®. A patogénese

da estomatite protética esta fortemente associada ao crescimento excessivo de
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Candida spp na superficie interna da protese, consistindo principalmente em C.
albicans, além de outros fatores locais, como proteses e higiene inadequadas. Os
aspectos inerentes ao hospedeiro também estdo fortemente associados a etiologia,
como deficiéncias nutricionais, diabetes mellitus, uso de drogas imunossupressoras e
envelhecimento, uma vez que esses fatores contribuem para uma resposta imune
deficiente e, portanto, para 0 estabelecimento e manutencdo da estomatite
protétical?!’. O sistema imunoldgico do hospedeiro é o principal fator que equilibra a
transicdo do comensalismo para a patogenicidade. Quando as defesas imunoldgicas
sdo comprometidas, ou o equilibrio normal da microflora é interrompido, Candida spp
sdo transformadas em oportunistas que podem invadir os tecidos®®.

A interface entre a protese e a mucosa oferece um nicho ecolégico unico para
a colonizacdo de micro-organismos devido ao ambiente relativamente anaerodbio e
acido. A alta taxa de recorréncia da doenca sublinha a importancia da prevencéo da
contaminacdo e higienizacdo das proteses'?'®. Assim, € necessario um controle
efetivo do biofilme com uma higienizacdo adequada da proétese, pois a aderéncia de
micro-organismos e residuos é favorecida por superficies irregulares e rugosas?°.A
higienizacdo pode ser realizada mecanicamente, quimicamente ou pela combinacao
de ambas?-?2, O procedimento mecanico de remocéao do biofilme nas superficies das
proteses mais utilizado pelos pacientes é a escovacédo com sabdo ou dentifricio?s,

Para a higienizacdo correta das proteses, certo grau de destreza manual é
requerido, o que quase sempre é perdido em pacientes idosos?*. Dessa forma, a
limpeza quimica, como a imersdo das proteses em solucdes desinfetantes, deveria
também ser realizada para aumentar a efetividade da higienizacédo. Estratégias de
desinfeccéo por solu¢cbes quimicas tém sido frequentemente recomendadas devido a
sua efetividade em inibir ou eliminar diferentes micro-organismos?®. Varios sdo os
agentes quimicos de limpeza utilizados para a desinfec¢ao ou reducéo do biofilme das
proteses, como hipoclorito de sédio, digluconato de clorexidina e éalcool?>?t, O
hipoclorito de sodio pode ser util para a desinfeccao das proteses, uma vez que inativa
o biofilme bacteriano e inibe a formacéo de céalculo?®-?’. J4 o gluconato de clorexidina,
além de inativar o biofilme, reduz a capacidade de adesdo dos micro-organismos,
sendo considerado efetivo na desinfeccéo de proteses?®2°. Porém, estudos mostram
algumas desvantagens em relacéo a utilizacdo desses agentes desinfetantes.

O glutaraldeido, apesar de possuir agéo bactericida, ndo deve ser utilizado para

a imersdo de proteses, uma vez que pode ficar impregnado nas porosidades das
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resinas, resultando em efeito irritante aos tecidos bucais?!. O hipoclorito de s6dio em
concentracbes maiores que 1% pode causar efeitos citotoxicos moderados aos
tecidos bucais, além de promover branqueamento das bases acrilicas e corrosdo dos
componentes metdlicos das préteses303l, Outras desvantagens associadas a
desinfeccédo por agentes quimicos sao reducao da resisténcia a flexdo ap6s a imersao
em alcool, baixa efetividade antimicrobiana dos iodéforos e manchamento das bases
das préteses pelo uso de solugGes a base de clorexidina3?-23, Além disso, um estudo
recente demonstrou que algumas solucbes desinfetantes podem aumentar a
toxicidade da resina de base apés longos periodos de imers&o®*. Embora existam
varios agentes quimicos disponiveis no mercado, nenhum deles possui propriedades
ideais.

Em funcdo das desvantagens descritas na literatura do uso de agentes
guimicos na desinfeccdo de proteses removiveis parciais ou totais, novos produtos
deveriam ser avaliados. Atualmente, os sabonetes antissépticos tém sido muito
utilizados com o objetivo de eliminar os micro-organismos de varias superficies. A
eficacia como agente antimicrobiano tem sido constantemente comprovada. Os
sabonetes antissépticos sdo capazes de remover de 65% a 85% dos micro-
organismos existentes na pele humana3>-3,

Os sabdes sao sais de sodio de acidos carboxilicos de cadeia longa, e esta
estrutura molecular quando em contato com liquidos, dissolve-se interagindo com
suas moléculas. A forma liquida vem sendo amplamente utilizada, e sua producéo
pode ser classificada entre sintéticos e naturais, com suas vantagens e
desvantagens®. Os sabonetes liquidos desinfetantes vém sendo utilizados
amplamente em funcdo das suas caracteristicas antimicrobianas, porém estudos
sobre suas possiveis aplicacdes sdo muito escassos. Um estudo relatou o uso dos
sabonetes desinfetantes para desinfeccdo de sondas de ultrassom, que € um
dispositivo que tem a constante formacdo de biofilmes®. Assim, o uso de sabonetes
desinfetantes poderia ser considerado uma maneira facil e de baixo custo para
desinfeccédo de proteses removiveis parciais ou totais.

Em estudo prévio®, foram avaliadas as propriedades de uma resina acrilica de
base apés imersdo em sabonetes liquidos desinfetantes (Dettol, Lifebuoy, Protex) em
diferentes periodos de tempo. Para todos os tipos sabonetes foram encontradas
concentragdes inibitérias minimas para Candida albicans em altas diluicbes, o que

demonstra a eficacia dos mesmos para esse propoésito. Além disso, as solu¢des foram
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eficazes quando a capacidade de reduzir o biofilme da superficie dos corpos de prova
de resina acrilica foi avaliada, tendo as marcas comerciais Dettol e Lifebuoy eliminado
totalmente o biofilme formado. Outro resultado positivo desses estudos foi a
classificacdo dos trés sabonetes testados como nado citotoxicos, além de néo
promover alteracdo na rugosidade das amostras. Apenas o sabonete Lifebuoy
diminuiu significativamente os valores de dureza e produziu maior efeito na alteracao
de cor das resinas acrilicas, mas de acordo com a relevancia clinica, para todos os
grupos, as alteracdes encontradas foram classificadas como imperceptiveis ou leves.

Tendo em vista os resultados favoraveis obtidos em estudos laboratoriais, este
trabalho propbe um estudo clinico para avaliar a efetividade de sabonetes
desinfetantes na reducdo de micro-organismos presentes em proteses totais. E
importante ressaltar a facilidade do método proposto para a desinfeccdo dessas
proteses, principalmente se levarmos em consideragdo os pacientes idosos com
destreza manual deficiente. Além disso, a imerséo de proteses em sabonetes liquidos
desinfetantes podera ser protocolo em hospitais e clinicas de repouso para o cuidado

das proéteses dos pacientes institucionalizados e hospitalizados.
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2 PROPOSICAO

Avaliar, em um estudo clinico controlado do tipo cross-over, a efetividade das
solugcbes de sabonetes liquidos desinfetantes (Dettol e Lifebuoy) no controle do
biofilme presente em préteses totais superiores removiveis. A hipotese a ser testada
€ que os sabonetes liquidos desinfetantes tém efeito no controle desse biofilme. E a
hip6tese nula a ser testada é que as solu¢des de sabonetes liquidos desinfetantes
nao tém efeito no controle do biofilme.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A revisdo de literatura foi dividida em trés tépicos, melhor detalhados a seguir,

de forma a estabelecer uma conexdao légica entre os assuntos abordados.

3.1 Candida spp.

Dentre os fungos de interesse médico, as leveduras do género Candida,
apresentam importancia devido a alta prevaléncia em infec¢cdes humanas. Espécies
de Candida sdo importantes patdégenos fungicos, classificadas como leveduras
comensais eucariotas inofensivas, pertencentes ao filo Ascomycota. E comum
encontra-las vivendo em harmonia em fontes ambientais (solos), humanas (tratos
gastrointestinal e urogenital) e em outros mamiferos. Podem se tornar oportunistas
guando ha um desequilibrio entre mecanismos de defesa do hospedeiro e viruléncia
do micro-organismo, se tornando uma das principais causas de infec¢des superficiais
e profundas ameacadoras para a vida, especialmente em hospedeiros hospitalizados
e imunocomprometidos#®-42,

As infec¢des por Candida (candidoses) sao multifatoriais e sabe-se que sua
incidéncia aumentou consideravelmente nos ultimos 30 anos, principalmente devido
ao aumento da epidemia de AIDS, populacdo com maiores taxas de longevidade, ao
maior numero de pacientes imunocomprometidos, ao uso mais difundido de
dispositivos médicos internos (drenos), ao aumento de usuarios de proteses dentarias,
ou em funcdo de pacientes que estdo recebendo tratamento com antibidticos ou
corticosteroide, sendo esses fatores considerados predisponentes para o0 micro-
organismo se tornar oportunista*.

Apenas algumas espécies de Candida sédo de importancia clinica em seres
humanos, incluindo Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis e Candida dubliniensis. C. albicans é a espécie mais prevalente e mais
patogénica, sendo responsavel pela maioria dos casos de candidiase oral e sistémica
bem como candidemias hospitalares e nosocomiais**4%. No entanto, enquanto estudo
micolégicos mostraram que C. albicans representa mais de 80% dos isolados de todas
as formas de candididoses humana nas Ultimas duas décadas*’, o nimero de
infeccbes por espécies de ndo Candida albicans (NCAC) aumentaram

significativamente*8-°9, O aparente aumento do envolvimento das espécies NCAC na
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candidose humana pode ser explicado devido as melhorias nos métodos diagndsticos,
como o uso de meios cromogénicos, com capacidade de diferenciagdo de espécies
de Candida, e a introducéo de novas técnicas moleculares no diagndstico rotineiro de
fungemia®’.

Um estudo de vigilancia no Brasil mostrou uma incidéncia de 249 casos de
candidoses por 1000 interna¢cBes hospitalares, o que é de 2-15 vezes maior do que
nos paises do hemisfério norte, como os Estados Unidos®2. A maioria dessas
infeccdes é endbgena, embora haja um risco grave de aquisicdo de Candida spp. do
ambiente hospitalar por dispositivos de plastico contaminados, e pela contaminacdo
cruzada dos funcionarios nesse ambiente*®53-%4, Estudos epidemiolégicos mostraram
gue as infecgbes por espécies de Candida muitas vezes surgem por fatores internos,
e as cepas com colonizacdo persistentes sdo mantidas pelos hospedeiros em
periodos prolongados de tempo, sofrendo ocasionalmente pequenas variacdes
genéticas conhecidas como microvariagdes®>.

Independentemente da explicagdo de como ocorreu essa mudanca, dados
epidemiologicos recentes revelam uma alteracdo micologica encontrada, e enquanto
a C. albicans continua sendo o agente etiolégico mais comum, sua incidéncia relativa
na infeccao esta diminuindo com o aumento da prevaléncia de outras espécies como
C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis®3, Foi observado em 2007, um estudo
sobre a epidemiologia da candidose invasiva, que C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis
e C. parapsilosis foram coletivamente responsaveis por cerca de 95% das infeccdes
identificaveis por Candida®, porém também é importante salientar que ha variacdes
significativas no isolamento de espécies de Candida dependendo da regido geografica
e do grupo de pacientes, com algumas espécies NCAC sendo mais prevalentes,
mesmo em comparacdo com C. albicans, em alguns paises®®.

Em um recente estudo epidemiologico realizado em 12 centros meédicos
brasileiros, C. tropicalis foi a segunda espécie de Candida mais recuperada,
respondendo por 33-48% de todos os casos de candidose®°-%6,

Alguns estudos in vivo de infec¢do de candidose sugerem que a C. albicans é
a espécie mais patogénica®’, e investigacdes in vitro indicam que ela também
expressa niveis mais altos de possiveis fatores de viruléncia em comparacdo com
outras espécies®®.

Espécies de Candida podem colonizar e causar doencas em Vvarios locais

anatomicamente distintos, incluindo a pele, cavidade oral, trato gastrointestinal, vagina
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e sistema vascular. Para estabelecer a infec¢do, os patdbgenos oportunistas tém que
fugir do sistema imunoldgico, sobreviver, se reproduzir no ambiente hospedeiro e, no
caso de infeccdo sistémica, disseminar-se para novos tecidos e 6rgdaos®®. O evento
primario na infec¢do por Candida é a aderéncia as superficies do hospedeiro, o que é
necessario para a colonizacdo inicial. A adesdo €& considerada essencial no
estabelecimento da doenca, e as espécies de Candida podem aderir facilmente as
superficies de varios dispositivos (proteses, drenos, etc.) e formar biofilmes. O perfil
das proteinas da parede celular é um dos fatores que sao mais citados na influéncia
da adesdo, assim como as propriedades fisico-quimicas da superficie celular’® A
ligacdo inicial de Candida a hospedeiros e/ou dispositivos € seguida por divisdo
celular, proliferacdo e subsequente o desenvolvimento de biofilme’:. A formacéo de
biofilme é um importante fator de viruléncia para varias espécies de Candida, pois
confere resisténcia significativa a terapia antifangica, limitando a penetracdo de
substancias através da matriz, e protegendo as células das respostas imunes do
hospedeiro’?73.

Sabe-se que os biofiimes formados pelas espécies de C. albicans, C.
parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata foram associados a taxas mais altas de
morbidade e mortalidade, em comparacdo as espécies incapazes de formar
biofilmes”™. Pouco se conhece sobre a composicdo da matriz dos biofilmes de
espécies da NCAC, porém alguns estudos mostram que a matriz do biofilme de C.
albicans é composta principalmente de carboidratos, proteinas, fésforo e
hexosaminas™. Além disso, Al-Fattani e Douglas’®, em 2006, mostraram que o
material da matriz extraido de biofilmes de C. tropicalis e C. albicans continha
carboidratos, proteinas, hexosamina, fosforo e acido urénico. No entanto, o principal
componente nas matrizes de biofilme de C. tropicalis foi a hexosamina (27%).

Um aspecto intrigante da interacdo entre o hospedeiro humano, e a flora
microbiana que coloniza a superficie da pele, e das mucosas é a tolerancia
imunoldgica. C. albicans coloniza a pele, mucosas genitais e/ou intestinais de 30-70%
dos individuos sadios, e, portanto, é digno de nota que, em circunstancias normais, o
fungo ndo causa doenca significativa. Entretanto, na auséncia de reconhecimento
imunolégico adequado, e a incapacidade de controlar a colonizacdo de C. albicans
em superficies mucosas, pode levar a uma infecgdo grave. Na cavidade bucal, a fase
inicial da candidose ocorre com a adesao de C. albicans nas células epiteliais da

mucosa, e entdo ha o crescimento e invasdo aos tecidos. Porém, os mecanismos
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envolvidos na produgédo dos fatores de viruléncia sdo complexos, e podem variar de
acordo com o local, a fase de invaséo e a natureza imunolégica do hospedeiro’’.

Existem algumas formas da adesé&o de C. albicans a superficie da mucosa, tais
como forcas de van der Waals, as forcas de London e interacfes hidréfobas. As
células epiteliais da mucosa ndo apenas fornecem uma barreira fisica que tentam
impedir a invasdo, mas também reconhecem fungos e respondem produzindo
citocinas. C. albicans interage intimamente com essas células epiteliais néo
fagociticas, tanto na fase de comensalismo como também durante a fase de invaséo,
as superficies mucosas em individuos saudaveis séo frequentemente colonizadas por
C. albicans. O numero relativamente pequeno de células de levedura presentes néao
induz dano celular epitelial e, portanto, ndo desencadeia uma resposta de citocinas
em células epiteliais ou em macrofagos da mucosa. A doencga invasiva ocorre quando
C. albicans consegue atravessar essa barreira de células através da endocitose, em
gue o fungo é internalizado pelas células epiteliais. Embora tanto a levedura quanto
as hifas possam induzir a endocitose, acredita-se que as hifas de C. albicans sejam
mais eficientes em estimular esse processo, sendo uma forma mais virulenta dessa
espécie de Candida’®. Outra maneira é a congregacdo de leveduras com bactérias
orais’, que pode criar um ambiente acido, facilitando a proliferacdo da C. albicans.
Além disso, existe maior facilidade da C. albicans em aderir-se em poliestireno na
presenca de Streptococcus spp, podendo assim correlacionar-se com a sua adeséo
em resina acrilica®.

Infeccbes de patdégenos fungicos como as de C. albicans séo dificeis de
erradicar, e podem evoluir se tornando fatais para o paciente, dependendo de sua
condicao imunoldgica. A formacédo de biofilmes de C. albicans é um fator de viruléncia
crucial que a torna 30 a 2.000 vezes mais resistente a varios agentes antifingicos, em

comparacdo com as que nao formam biofilmes?2.

3.2 Biofilme

E observado que, em seus ambientes naturais, a maioria dos micro-organismos
cresce aderida as superficies extracelulares dentro de um ecossistema estruturado
(biofilme), em vez de permanecer como organismos flutuantes livres
(planctdnicos)’28% Nesses ambientes, muitas vezes, 0s nutrientes sdo escassos e,
entdo, pela necessidade de sobrevivéncia, as células livres passam para o estado de

biofilmes, colonizando superficies. Para que isso ocorra, iniUmeros processos fisicos,
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biolégicos e quimicos estdo envolvidos. Espécies de Candida sao capazes de formar
biofilme, com algumas variagbes em cada espécie. Por exemplo, biofilmes maduros
de C. albicans exibem uma estrutura mais heterogénea, composta por blastéforos e
hifas, circundados por uma matriz extracelular de material polissacarideo. Por sua vez,
o biofilme de C. tropicalis corresponde a uma rede de leveduras, pseudo-hifas e hifas,
com intensa brotacéo de hifas®.

O biofilme na maioria das vezes se forma em uma interface de duas fases, que
compreende a adesdo de células microbianas, dentro de uma matriz formada por
polissacarideos, proteinas, acidos nucléicos e lipidios®3, que sdo derivados de fontes
microbianas e ambientais. O progresso da formacéo do biofilme € iniciado através da
ligacédo de baixa afinidade de células planctonicas a um substrato, seguido por alta
adesdo de afinidade mediada por receptores especificos. Assim microcolbnias
desenvolvem-se ap0s o crescimento, e a divisdo das células ligadas ao substrato,
seguindo o processo e o0 recrutamento de células planctbnicas, que leva ao
desenvolvimento posterior da comunidade, podendo haver recrutamento de espécies
bacterianas heterotipicas, e/ou a adesao inicial por multiplas espécies, levando a
formacdo de comunidades multiespécies (polimicrobianas), o que representa a
situacdo mais comum na natureza’®.

Assim, podemos entender o biofilme de C. albicans como um protetor para as
bactérias, dificultando sua destruicéo fisica, além de agir como uma barreira protetora
contra substancias imunes do hospedeiro, e a penetracdo de agentes antifingicos. A
formacédo do biofilme de C. albicans pode ser entendido melhor se separarmos em
estagios. O primeiro estagio ocorre quando se tem adesdo a uma camada basal, que
ocorre apos o inicio da incubacado. Este estagio de aderéncia inicial é regulado por
fatores ndo especificos, como interacdo hidrofébica ou eletrostatica, e fatores
especificos, através de receptores especificos como fibrinogénio e fibronectina.

O segundo estagio ocorre quando células leveduriformes de C. albicans
aderentes se multiplicam continuamente, e os as células comecam se transformam
em prolongamentos filamentosos, podendo ser do tipo pseudohifas ou em hifas, que
entdo formando assim grandes estruturas tridimensionais (denominadas
microcolénias). As microcolénias do biofilme sdo geralmente constituidas por
leveduras, pseudo-hifas e hifas, que podem sintetizar substancias poliméricas

extracelulares que compordo a matriz extracelular, que envolvera as microcolénias.
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O estégio final da maturacao do biofilme € o processo de aumento quantitativo
de substancias extracelulares. De uma maneira mais simples, podemos explicar a
formacédo de biofilme seguindo etapas sequenciais, mesmo sabendo que podem
ocorrer simultaneamente, a primeira etapa comeca com a aderéncia de células de
levedura a um substrato (dispositivos médicos, odontoldgicos, estruturas dentais,
etc.). Entdo as células de levedura iniciam a fase de proliferacdo por toda a superficie
e produzem projecdes alongadas que se desenvolvem em formas filamentosas,
podendo ser caracterizadas de hifas ou pseudo-hifas (etapa de iniciacdo). A matriz
extracelular acumula-se e aumenta sua estrutura e densidade a medida que o biofilme
amadurece, podendo causar também resisténcia a drogas (etapa de maturagao). Por
fim as células ndo aderentes a matriz extracelular, sdo liberadas do biofilme para o
meio circundante (etapa de dispers&o)®*.

A sobrevivéncia dessas espécies em comunidades de biofilme, em relacdo as
gue permanecem em condi¢cdes planctdnicas sdo abundantes, visto que a matriz
extracelular formada por substancias poliméricas extracelulares (EPS), e a presenca
de células persistentes que sobrevivem a baixas taxas metabdlicas, favorecem para
gue ocorra o fendbmeno amplamente descrito de sensibilidade reduzida aos agentes
antimicrobianos®.

Os biofilmes também sdo mais resistentes a remo¢cao mecanica e a morte pelo
sistema imune do hospedeiro®. A densidade e a disposicdo de um biofilme serédo
afetadas por inimeros fatores, dentre eles o pH, nutrientes, oxigénio, tempo de
formacéo do biofilme, visto que um biofilme maduro, que cresce ao longo de dias, tera
uma composicao diferente de um biofilme que € mecanicamente removido e formado
diariamente?®’.

Um fator muito citado na capacidade de viruléncia de C. albicans, é a sua
capacidade de oscilar através de estados morfolégicos e fenotipicos diferentes,
influenciada diretamente pelo ambiente em que se encontra. C. albicans utiliza o
chamado quérum sensing (QS) para se comunicar com outras células de Candida. QS
€ acionado por moléculas soluveis de deteccdo de quérum ou autoindutores, que séo
secretados no ambiente de maneira dependente da densidade. QS regula varias
caracteristicas patogénicas, incluindo o crescimento de hifas (forma mais virulenta da
Candida). Esse fenébmeno é influenciado pelo "efeito indculo”, onde a formacdo de
hifas € reprimida em células cultivadas em altas densidades. As formacgdes de células

de leveduras séo facilmente dispersas a partir dos biofilmes maduros®e.
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Sabe-se que os biofilmes contendo Candida sdo fundamentais para que haja o
desenvolvimento da candidose oral, mas caracteristicas dos biofilmes de Candida
com a interacdo de outras espécies estdo cada vez mais sendo estudadas, e ja foi
observado que esses biofilmes sao significativamente afetados pela saliva, tipo de
substrato e pela presenca de outros micro-organismos®.

A grande maioria dos estudos sobre a formagé&o de biofilme foi realizada in vitro,
porém, em um estudo in vivo, utilizando amostra animal, foram demonstradas algumas
diferencas na formacéo de biofilme. Andes et al.*® acompanhou o desenvolvimento do
biofiime de C. albicans em um cateter venoso central de rato. Foi observado que a
duracao da fase inicial da formagao de biofilme in vivo foi menor do que a observada
in vitro, com varias camadas de células de leveduras e hifas ja presentes apos 8 h de
formacéo de biofilme in vivo, e apos 24 horas de formacéo o biofilme ja poderia se
considerar maduro. Bezerra et al.®* verificaram que o biofilme de C. tropicalis é uma
estrutura composta principalmente por células em forma de levedura, embora algumas
linhagens apesentam formas filamentosas em biofilmes espessos de células
coagregadas, ou em monocamadas descontinuas de leveduras ancoradas a
superficie. Um isolado especifico mostrou produzir biofilme com uma fina camada de
hifas encapsuladas na matriz. Curiosamente, embora os biofiimes de C. tropicalis
tenham uma MEC com baixo teor de carboidratos e proteinas, eles foram mais
resistentes ao descolamento da superficie do que aqueles formados por C. albicans.

Existem muitos desafios para se combater a formacédo dos biofilmes, e as
infeccbes causadas por eles visto que, até o presente momento, as alternativas
resolvem apenas parcialmente os problemas. O biofilme acarreta na persisténcia bem-
sucedida de infeccbes por Candida ssp, sendo estas mais resistentes, e associadas
a altas taxas de mortalidade. Os antifungicos ainda séo limitados, mas os mais usados
sdo a anfotericina B e a nistatina, que agem sobre a membrana da célula fangica,
sendo fungicidas. O uso desses antifungicos € ainda mais dificultado por sua baixa
absorcao pelo intestino. A anfotericina B é considerada o antibiotico mais eficaz no
tratamento de infec¢cBes fungicas cronicas. No entanto, seu uso difundido tem sido
prejudicado por altos custos e, pelas altas doses necessarias, podendo causar
resisténcia, deixando a infeccdo mais forte®?. HA ainda drogas fungistaticas de uso
interno, como o fluconazol e o itraconazol. Contudo, essas drogas tém induzido a
resisténcia microbiana, por isso necessita-se a busca de tratamentos alternativos.

Portanto, o tratamento e a prevencgao de biofilmes de Candida devem sofrer melhorias,
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para que uma solucdo eficaz possa ser aplicada. E valido ressaltar que o
conhecimento especifico sobre todos os mecanismos por tras da formacéo de biofilme
de cada espécie de Candida é crucial para tais melhorias, principalmente novos
estudos sobre espécies de NCAC, que estdo emergindo como importantes patégenos
humanos®2.

A contribuicdo dos biofilmes de C. albicans na etiologia da estomatite protética
foi avaliada por Ramage et al.l. Foram recolhidas amostras de biofilmes das préteses
com swabs estéreis, e isolados representativos de C. albicans recuperados foram
utilizados para investigar a cinética do desenvolvimento do biofilme in vitro. Os
biofilmes de Candida foram visualizados por MEV (microscopia eletrbnica de
varredura) diretamente sobre as amostras retiradas de proteses de pacientes com
estomatite protética. Esses biofilmes mostraram uma propenséo a aderir ao longo de
rachaduras e imperfeicdes da resina acrilica. Os isolados clinicos de C. albicans foram
capazes de formar biofilmes in vitro. O teste de suscetibilidade indicou que os biofilmes
resultantes apresentaram resisténcia aumentada ao tratamento antifangico. Concluiu-
se que os biofilmes de Candida desempenham um papel importante na instalacéo de

doencas infecciosas.

3.3 Agentes Desinfetantes

A correta limpeza da prétese é importante ndo apenas para controlar a
presenca de biofilme, prevenindo a infeccdo da mucosa e o estabelecimento da
doenca, mas também para a longevidade e sucesso do tratamento realizado. A
associacao dos métodos mecanico (escovacédo) e quimico (agentes de desinfeccéo)
€ a mais indicada. Dentre os agentes quimicos podemos citar o hipoclorito de sddio,
a clorexidina e o glutaraldeido. O mais utilizado € o hipoclorito, considerado eficaz,
nao abrasivo e simples de usar.

Em um ensaio clinico randomizado cruzado relacionou-se algumas
propriedades como a remissdo de estomatite, remocdo de biofilme e acéo
antimicrobiana com o uso de solucdes de hipoclorito de sdédio, e 6leo de ricinus
communis (8%) como agentes limpadores de protese. A hipétese nula testada foi que
aimersdo em limpadores de protese teria 0 mesmo efeito que as solugdes de controle
nas propriedades testadas. Para o estudo ocorrer foram necessarios cinquenta
portadores de prétese dentaria com estomatite protética. Os voluntarios foram

instruidos a escovar suas proteses (escova e sabonete) e imergi-las (20 minutos/14
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dias) em 4 solucdes, da seguinte forma: C (controle), solu¢ao salina a 0,85%; SH1,
hipoclorito de sédio a 0,1%; SH2, hipoclorito de sodio a 0,2%; e RC, 8% de Ricinus
communis. O biofilme na superficie da parte interna das proteses maxilares foi corado,
fotografado e quantificado por software (Image Tool). Além disso, o biofilme foi
coletado, e a suspensdao obtida foi diluida e semeada em CHROMagar para Candida
spp. Ap6s a incubacdo, as unidades formadoras de col6nias por mililitro foram
calculadas. A remisséo da estomatite por dentadura foi classificada de acordo com a
classificacdo de Newton. Os dados foram analisados pelos testes de Friedman (a =
0,05) e Wilcoxon e corrigidos pelo teste de Bonferroni (a = 0,005). As duas solugbes
de hipoclorito de sodio foram os meios mais eficazes de controle do biofilme. Todas
as solucgdes testadas foram eficazes na reducéo dos sinais de estomatite protética®.

Foi realizada uma revisdo de literatura com o objetivo de discutir os
mecanismos de acdo do hipoclorito de sédio a partir das suas propriedades
antimicrobianas. Foi constatado que ele é capaz de promover modificagcdes celulares
biossintéticas, alteracdes no metabolismo celular, degradacdo de acidos graxos e
lipideos. Esses fatores sdo responsaveis por causar a alteracdo da biossintese
celular, e danos irreversiveis, resultando em morte celular. Aléem de potente
antimicrobiano, o hipoclorito de sédio foi considerado uma solugcéao biocompativel em
baixas concentracGes®. Apesar dos resultados positivos, € importante considerar que
0 uso do hipoclorito de sodio esta associado a inUmeros problemas e desvantagens.
A concentracdo e o tempo de imersao séo fatores que podem afetar adversamente a
prétese, clareando a resina acrilica e corroendo os componentes metalicos em caso
das proéteses parciais removiveis.

A eficacia antifungica de clorexidina a 4%, e de hipoclorito de sodio a 2% em
biofiimes de 24 horas de C. albicans foi avaliada por um grupo de pesquisa. Para o
experimento, foram confeccionados corpos de prova de resina acrilica, e biofilmes de
C. albicans foram formados em suas superficies. Em seguida as amostras foram
expostas as solucbes por 2, 4, 6, 8 ou 10 minutos. Os corpos de prova foram
analisados com microscopia confocal de varredura a laser, e técnica de ensaio de
viabilidade celular. O biovolume da subpopulacao viva do biofilme foi calculado com
software de analise de imagem de biofilme. Os biovolumes encontrados apds 6-10
minutos de exposicao a clorexidina, foram significativamente diferentes do biovolume
apos 2 minutos de exposi¢cdo. A reducdo mais efetiva do biovolume foi encontrada

apos o uso do hipoclorito de sodio. A exposicdo a 10 minutos de hipoclorito de sodio
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a 2% removeu as células fungicas mais efetivamente do que todos os outros grupos
experimentais. A solu¢cdo de clorexidina mostrou atividade antifingica contra o
biofilme de C. albicans, mas ndo diminuiu o biovolume para os niveis de hipoclorito de
sodio?’.

Jagger et al.®® concluiram que o uso de hipoclorito de sédio pode ser
empregado na concentracdo de 5,25%, que € uma combinacdo de cloro ativo com
bases fortes, ou em concentracdes menores, de 2%, 1% ou até mesmo diluida a 0,5%
para a limpeza eficaz de proteses. O tempo de imersdo varia de acordo com a
concentracdo utilizada. A concentracédo indicada da solucdo de hipoclorito de sédio é
de 0,525% com imersdo de 10 minutos para uma eficaz desinfeccdo da superficie
protética, seguido de enxague e imersdo em agua por toda a noite para minimizar as
principais desvantagens, como a possibilidade do clareamento das resinas acrilicas,
a corrosao dos componentes metalicos, impregnacdo do material em profundidade,
causando irritacdo aos tecidos moles e sabor desagradavel.

Outros autores® avaliaram a eficacia de imersdo da prétese em uma solugdo
guimica desinfetante de glutaraldeido 2%, sobre alguns niveis dos micro-organismos
salivares, e em alguns parametros salivares, como pH e capacidade tampao. Além
disso avaliaram a prevaléncia de candidose, e a influéncia da protese apds a imersao.
Para esse estudo foram selecionados quarenta e trés pacientes parcialmente
desdentados. Os pacientes foram aconselhados a escovar normalmente suas
proteses como ja faziam, e durante um periodo de 4 semanas, imergirem suas
préteses durante a noite, de forma aleatéria, quer numa solucao desinfetante (Grupo
1) ou em uma solucéo placebo (Grupo 2), e antes de coloca-las na cavidade oral,
deveriam lava-las bem em agua corrente, para evitar qualquer possivel influéncia da
solugcdo na mucosa. Foi constatado uma diminuicdo de microbiotas salivares, e
reducdo da colonizacdo C. albicans nas proteses. Porém, a desinfeccdo nao foi
recomendada como tratamento Unico, e sim como agente profilatico, sendo
necessario para pacientes usuarios de proéteses.

As superficies das resinas acrilicas utilizadas para serem base em proteses
parciais e totais removiveis, sdo atrativos depdésitos para componentes organicos e
inorganicos. A frequéncia e a quantidade de acumulo desses componentes podem ser
influenciadas por ilimitados fatores, podendo citar alguns principais como composi¢ao
salivar, ingestao alimentar, textura superficial e porosidade do material para a base da

prétese, idade da prétese e o tipo de limpeza utilizada pelo usuério. Por exemplo, a
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microporosidade da superficie desses materiais de resina acrilica, proporciona um
ambiente favoravel para o crescimento de micro-organismos, podendo causar
infeccdes®. A higienizacédo efetiva da protese é essencial para sua longevidade e
remocédo dos componentes depositados, além de ser fundamental para evitar doencas
causadas por micro-organismos colonizadores das bases acrilicas.

A imersdo diaria das proteses em solucdes desinfetantes pode causar a
incorporacao de substancias toxicas na resina acrilica, que pode ser liberada no meio
bucal e, consequentemente, provocar irritacdo ou reacéo alérgica da mucosa bucal®’.
Como faltavam estudos avaliando o efeito cumulativo de solu¢des desinfetantes em
base de prétese e materiais de reembasamento, Masetti et al.3* realizaram um estudo
com o objetivo de avaliar o potencial citotoxico da base de protese e das resinas
acrilicas, apos imersao em solucdes desinfetantes em culturas celulares. Para realizar
o teste de citotoxicidade celular, foram confeccionados corpos de prova em forma de
disco de resina de base de prétese (Vipi wave), e de material reembasador
(Tokuyama). Apds 48 horas, os corpos de prova foram divididos em grupos (n = 9) de
acordo com o tipo de solucdo desinfetante: agua destilada (grupo controle),
digluconato de clorexidina a 2%, sédio a 3,8% perborato, hipoclorito de sodio a 0,5%
e vinagre de maca. Os corpos de prova foram armazenados para 0, 1, 3, e 6 meses,
e as solucdes foram trocadas diariamente. Os corpos de prova tanto de base quanto
de reembasamento ficaram 8 horas imersos em solucdo desinfetante, e 16 horas
imersas em agua destilada, diariamente, simulando desinfec¢do noturna das proteses,
as solucdes foram trocadas diariamente. Para a andlise do efeito citotoxico das
substancias incorporadas e liberadas pelos corpos de prova, foram obtidos extratos
dessas amostras. O possivel efeito citotoxico das substancias liberadas pelas resinas
foi avaliado pelo método de cultura de células de queratinécitos humanos (HaCaT:
0341), ap6s as 24 horas de incubacéo, foi realizado o teste de Alamar Blue®. Como
resultados este estudo mostrou que houve efeito cumulativo das solucdes de
digluconato de clorexidina a 2% e vinagre de maca na citotoxicidade das resinas
acrilicas para base e reembasamento de préteses, uma vez que houve reducéo do
metabolismo celular, que a imersdo das amostras de resinas acrilicas para base e
reembasamento de préteses em agua destilada, perborato de soédio a 3,8% e
hipoclorito de sodio a 0,5% nao influenciou o metabolismo celular dos queratinécitos

independentemente do tempo de imersédo e que as duas resinas acrilicas avaliadas
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tiveram comportamento semelhante em relagdo a sua biocompatibilidade apés
imerséo nas diferentes solugdes.

Da Silva et al.?8, também avaliaram a eficAcia de solucdes desinfetantes
(hipoclorito de sodio a 1%, digluconato de clorexidina a 2%, glutaraldeido a 2,5% e
vinagre a 100%) na remocdo de cinco espécies microbianas, (Candida albicans,
Streptococcus mutans, S. aureus, Escherichia coli, ou Bacillus subtilis) sob amostras
de resina acrilica para base de protese. Além disso, as caracteristicas topograficas da
resina acrilica ap0ds a desinfeccao foram avaliadas. Trezentos e cinquenta espécimes
de resina acrilica foram contaminados pelos micro-organismos acima citados e,
posteriormente, foram imersos em desinfetantes por 10 minutos; o grupo controle nao
foi submetido a qualquer processo de desinfeccao.

Em um estudo paralelo, com o objetivo de avaliar o efeito do desinfetante
testado sobre a superficie da resina, 60 amostras foram analisadas num rugosimetro
digital antes e depois de dez ciclos de 10 minutos de imersédo nos desinfetantes. Os
resultados mostraram que o hipoclorito de sodio a 1%, glutaraldeido a 2%, e
digluconato de clorexidina a 2% foram mais eficazes contra 0s micro-organismos
pesquisados, seguido de vinagre 100%, perborato de sédio a 3,8%, e as pastilhas de
perborato de sodio. A rugosidade superficial das amostras foi maior apds desinfeccao
com ciclos de perborato de sédio 3,8% (p = 0,03) e menor apos 0s ciclos com
digluconato de clorexidina a 2% (p = 0,04). Dentro das limitacbes deste experimento,
pode-se concluir que hipoclorito de sédio a 1%, glutaraldeido a 2%, clorexidina a 2%,
vinagre 100% e perborato de sédio a 3,8% séo alternativas validas para a desinfeccao
de resina acrilica®.

A efetividade, as vantagens e desvantagens de produtos para a higienizacao
de préteses foram descritas em uma revisao de literatura. O método mais citado nesse
estudo foi a de higieniza¢cdo mecanica com escova dental, porém as desvantagens de
se utilizar esse método também foram citadas, como o desgaste da resina acrilica das
bases das proteses e a preocupacao de nao ser suficiente para diminuir a quantidade
de micro-organismos presentes nas superficies. Concluiu-se, que a forma mais efetiva
de diminuir/erradicar os micro-organismos € através da combinacdo de métodos, a
mais recomendada € a combina¢do do método mecéanico juntamente com o método
quimico. As solugBes quimicas mais utilizadas encontradas nessa revisdo foram:
hipoclorito de sodio, peroxidos, peréxidos neutros com enzimas, acidos e

enxaguatoérios para préteses’’.
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O efeito do método mecanico e desinfec¢ao quimica associados no tratamento
de candidose foi estudada. Para isso, foram utilizados dois grupos de 30 usuérios de
proteses totais em tratamento de candidose. Os pacientes do primeiro grupo, foram
instruidos a escovar as proteses com sabao de coco seguido pela imersdo em uma
solucdo de agua filtrada (200 mL) e agua destilada (10 mL) (usada como a solucao
placebo), durante 10 minutos. Os pacientes do grupo 2 receberam instrucdes para
escovar suas proteses com sabdo de coco, seguido por imersdo em uma solucéo de
agua filtrada (200 mL) e 1% hipoclorito de sédio (10 mL), durante 10 min. Os pacientes
foram instruidos para limpar as préteses uma vez por dia. Todos os exames clinicos
e os dados coletados foram realizados por um Unico examinador, 15 dias antes e ap0s
o inicio do tratamento. O hipoclorito de sodio € um dos desinfetantes mais antigos e
mais utilizados. Pode ser um agente bactericida e fungicida, porque atua diretamente
sobre a matriz organica da placa, e assim na dissolucéo da estrutura do polimero,
provavelmente por causa da oxidacdo do componente proteico, reduzindo
significativamente a adesdo de mais C. albicans as células epiteliais bucais. Estas
caracteristicas permitem que o hipoclorito reduza a habilidade adesiva da C. albicans,
mas ele ndo funciona como uma barreira anti-invasao, uma vez que nao € capaz de
evitar a producdo de proteases pelos micro-organismos. A melhora clinica foi
observada, mas nao houve reducéo significativa de C. albicans em ambos os grupos,
porém o grupo 2 teve melhora na patogenicidade do micro-organismo, confirmando
entdo a necessidade de recomendar a desinfeccdo quimica aos usuarios de
proteses®.

Alguns estudos tém mostrado que menos de 60% dos usuarios de proteses
usam os produtos quimicos, e entre 0os que utilizam, tem preferéncia por produtos
caseiros, pois sdo mais faceis de manejar e possuem um pre¢o mais acessivell®, As
caracteristicas ideais de um agente para limpeza de préteses devem incluir:
capacidade de remocao do biofilme e de manchas e ser antibacteriano e antifangico
para reduzir o nivel de biofilme de patégenos potencialmente nocivos. Além disso,
deve ser ndo toxico, ser compativel com os materiais de prétese e ndo modificar ou
degradar a superficie da resina acrilica da base de prétese ou dos dentes artificiais.
Precisa agir em um periodo curto (< 8 horas), ser facil de usar para o paciente ou
cuidador e ter baixo custo’’.

Como alternativa, a utilizacdo de sabonetes desinfetantes foi proposta para a

desinfeccdo de proteses, com resultados muito promissores em estudo in vitro. Esse
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estudo avaliou as propriedades fisicas e biolégicas de uma resina acrilica para base
de préteses apOs imersdo em sabonetes antissépticos. Corpos de prova foram
preparados, e armazenados em solugdes distintas por 0, 7, 14, 21 e 28 dias. Foram
testadas as solugcbes: DW: agua destilada a 37 ° C (grupo controle); DS: ciclos de
imersao diaria em detergente Dettol por 8 horas a temperatura ambiente, seguido de
imersdo em 4gua destilada por 16 horas a 37 ° C; PS: ciclos de imerséo diaria no
sabdo Protex, conforme descrito para o grupo anterior; LS: ciclos de imersao diaria no
sabonete Lifebuoy, conforme descrito para o grupo DS. Os parametros avaliados
foram a capacidade de formacao de biofilme por C. albicans, e reducéo de biofilmes
fungicos pré-formados, citotoxicidade, rugosidade superficial, dureza e mudanca de
cor. Para a fase de adeséao fungica, o tipo de sabonete teve efeito estatisticamente
significativo, mas apos 24 horas, nao foram encontradas diferengas entre as solucdes
ou entre os tempos de armazenamento. Em relacéo a eficacia da reducao do biofilme,
houve diferenca significativa quando os grupos foram comparados entre si. Dettol e
Lifebuoy eliminaram o biofilme pré-formado nos corpos de prova. Além disso, todos
os sabonetes foram classificados como nao citotoxicos (na linhagem HaCaT), pois
nao houve diferenca na viabilidade celular entre os diferentes grupos, exceto apos 21
dias, quando houve diminuicdo da viabilidade celular, independentemente do tipo de
sabdo. Em relacdo a rugosidade, ndo houve diferenca estatisticamente significante
entre os grupos. Lifebuoy diminuiu a dureza da resina, independentemente do tempo
de armazenamento. Apés 21 e 28 dias de armazenamento, houve um aumento no
valor de dureza, independentemente do tipo de sabdo. A cor das amostras, de acordo
com os valores do National Bureau of Standards, variou de 0,27 a 0,58 (ou seja,
alteracdes de cor imperceptiveis ou suaves). Em geral, os sabonetes desinfetantes
nao foram capazes de prevenir a formacéo de biofilme, mas todos os sabonetes foram
eficazes na reducado do biofilme pré-formado. Além disso, todos os sabfdes eram nao
citotoxicos e néo alteraram a rugosidade superficial, e a dureza®.

A higienizacéo das proteses pode ser comprometida devido a varias limitacdes,
como o0 processamento e o tipo de material utilizado na confec¢éo da protese dentaria,
e a falta de destreza manual dos usuérios de proteses dentarias, que muitas vezes ja
estdo em idade avancadas. A higienizacdo efetiva inclui a remocdo de micro-
organismos, manchas e detritos depositados nas superficies das proéteses, e é
necessaria para prevenir a formacéo de biofilmes e impedir o comec¢o de algum tipo

de infeccdo. Ao entregar uma nova protese ou nas consultas de manutencdo é
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importante ressaltar a importancia da higienizacado e do uso correto das proteses e
agentes de limpeza, objetivando melhorar longevidade da prétese e manter a saude
geral do paciente. A taxa de diminuicdo de edentulismo, de aproximadamente 10% a
cada dez anos, sera compensada pelo aumento no crescimento populacional de
adultos com mais de 55 anos. Ou seja, a educagéo em relagéo ao uso e cuidados com
as proteses dentarias ndo deve ser uma pratica em desuso, devido ao crescimento
populacional e aumento da expectativa de vida dos idosos. O edentulismo total
também parece estar diminuindo.

O estudo dos efeitos de 291 doencas e suas 1160 sequelas ocorridas entre
1990 e 2010 foi relatado. Um total de 68 estudos foram selecionados, e foram incluidas
285.746 pessoas de 26 paises com idades acima de 12 anos. Os resultados indicaram
gue a incidéncia global de edentulismo total diminuiu de 4,4% para 4,1% entre 1990 e
2010. Claramente, embora um declinio tenha sido observado, o edentulismo néo foi

eliminado e a prevencéo e educacéo sobre suas causas ainda sdo necessarias!®..
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4 MATERIAL E METODO

A metodologia deste estudo foi dividida em topicos para ser melhor
compreendida. Tratando- se de um trabalho clinico, que foi elaborado parte na clinica
de pesquisa do Departamento de materiais e préteses da Faculdade de Odontologia
de Araraquara e outra parte em laboratério de microbiologia da mesma unidade.

4.1 Delineamento de Estudo

O estudo foi desenvolvido com base em um modelo de ensaio clinico
randomizado controlado e cruzado (crossover), duplo cego, onde nem o pesquisador
responsavel pela distribuicdo e coleta das amostras, e os voluntarios sabiam qual era
0 produto utilizado. O modelo crossover foi escolhido para diminuir a quantidade
necessaria de voluntarios e para eliminagdo da grande variagdo que pode existir entre
os individuos em resposta a um tratamento, tendo em vista que todos os pacientes
foram selecionados para todos os tipos de tratamento de suas proteses.

Foram testadas duas condi¢cdes experimentais, a solucéo de sabonete liquido
desinfetante Dettol (10 vezes da concentracdo inibitéria minima) e solucdo de
sabonete liquido desinfetante Lifebuoy (10 vezes da concentragao inibitéria minima) 3,
e dois controles, hipoclorito de sodio a 0,5%, como controle positivo, e solugéo salina
(PBS), como controle negativo.

Foi estabelecido um periodo de washout de 07 dias entre 0 uso de uma solucao
e de outra, com o objetivo de eliminar efeitos residuais do tratamento anterior, visto
gue o hipoclorito tem o poder de agir em profundidade podendo ficar retido nas bases
das proteses (efeito “carry over”)1%4,

A primeira etapa da pesquisa foi realizada clinicamente, por meio da coleta e
armazenamento do biofilme da parte interna das proteses totais superiores, antes e
apos a imersédo, nas solucdes desinfetantes.

A segunda etapa da pesquisa foi realizada em laboratério, onde as amostras
de biofilme coletadas e armazenadas foram plaqueadas e avaliadas. Os
procedimentos clinicos e laboratoriais foram realizados por um mesmo operador
dentro do grupo de pesquisa, para ter um maior controle das possiveis variacfes

inerentes a troca de pesquisador.
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O calculo amostral foi realizado na metade da pesquisa e mostrou que, para
que houvesse significAncia estatistica, uma amostra de 25 participantes era
necessaria. Para realizacdo do calculo do tamanho da amostra utilizou-se assimetria
e curtose analise dos dados na estatistica descritiva seguida da diferenca minima
entre as médias dos tratamentos, desvio padrdo do erro e quantidade de tratamentos
analises de variancia, e entre duas amostras pareadas foi usado para calcular a média
diferencas e desvio padréo das diferencas. O teste que mostrou a maior quantidade
de tamanhos de amostra foi escolhida. Para todos os testes foi utilizado 0,80 para

poténcia e a = 0,5.

4.2 Selecdo da Amostra

A amostra foi composta por voluntarios desdentados totais superiores que
procuraram tratamento em todas as dependéncias da Faculdade de Odontologia de
Araraquara (amostra probabilistica).

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
da Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr) da Universidade Estadual
Paulista (protocolo 68147217.1.0000.5416 ANEXO B), e também foi cadastrado no
Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC: U1111-1212-2144 ANEXO A).
Pacientes desdentados totais superiores, que procuraram tratamento na Faculdade
de Odontologia de Araraquara, foram convidados a participar do estudo, e aqueles
gue aceitaram participar da pesquisa, assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido ( ANEXO C).

Uma amostra de 42 individuos?1% passou por uma avaliagdo inicial que foi
composta de: anamnese, com questdes socio demograficas e questdes relacionadas
a condicdo de saude geral do paciente bem como relacionadas ao tempo de uso de
suas proteses; exame clinico extra e intra oral, objetivando avaliar as alteracfes
patolégicas e avaliacdo das préteses. Os pacientes foram selecionados de acordo

com os critérios de incluséo e exclusao descritos a seguir.

4.3 Critérios de Incluséo

Para participar do presente estudo, 0s pacientes deveriam se encaixar nos
seguintes critérios:
=  Ter entre 45 e 80 anos;

= Ambos 0S sexos;
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= Ser usuario de prétese total removivel superior;

= Ser dentado total, parcial ou desdentado no arco inferior, desde que houvesse

boas condic¢bes bucais;

= N&o utilizar nenhum agente quimico de limpeza em suas proteses ha 3 meses

pelo menos;

= Apresentar fluxo salivar normal com média de 0,7 mL/minuto e no minimo 0,5

mL/minuto. Para isso, foi feito o teste de fluxo salivar para a andlise de xerostomia.
Cada paciente recebeu um tubo falcon e realizou a salivacdo néo estimulada

pelo periodo de um minuto. Foram considerados aptos para a pesquisa o0s voluntarios

que obtiveram salivagdo de 0,5 mL/ a 0,7 mL/minuto';

= Apresentar bom estado de saude geral por pelo menos 6 meses;

= As proéteses totais deveriam estar em condi¢cdes de uso (com estabilidade, sem

fraturas e sem a presenca de material reembasador);

= As proteses ndo deveriam apresentar mais do que 5 anos.

4.4  Critérios de Exclusao

Durante a selecéo, foram excluidos do estudo os pacientes:
= Cuja protese apresentava problemas na adaptacdo, necessidade de
reembasamento, reparos e ou fraturas;
= Com doencas infecciosas sistémicas (hepatite, AIDS) ou locais;
= Que apresentaram candidose oral em qualquer nivel, de acordo com a
classificacdo de Newton modificada;
= Com doencas graves e limitantes (Parkinson, Alzheimer, deméncia);
= Em tratamento de neoplasias ou que faziam uso de remédios
imunossupressores, antibiético e/ou antifungico sistémicos nos trés meses anteriores
ao estudo;
= Com necessidades especiais, deficiéncias fisicas, ou com destreza manual
comprometida;
= Fumantes;
= Doencas dentais no arco inferior como céries e doencgas periodontais;
= Diabéticos.

Todos os pacientes ndo selecionados e que apresentaram alteracdes durante

o exame inicial foram encaminhados para as diferentes clinicas da FOAr, de acordo
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com as alteracdes encontradas, tais como disfuncdes na ATM, lesdes e/ou alteragdes
na mucosa, e receberam instru¢des de higiene bucal e das préteses (verbalmente e
por escrito) de maneira clara e simplificada para o bom entendimento.

Os participantes selecionados para a pesquisa receberam um kit (Figura 1)
contendo uma escova especifica para proteses totais (escova de prétese BDC
152/153 — Curaprox - Curaden Swiss do Brasil Imp. Exp. Ltda., Sdo Caetano do Sul,
SP, Brasil), uma escova dental tradicional de cerdas macias para a higienizacao da
cavidade oral (escova dental adulto CS 5460 — Curaprox - Curaden Swiss do Brasil
Imp. Exp. Ltda., Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil) e um sab&o neutro liquido da marca

Limpol, para a higienizacao de suas proteses.

Figura 1 - Escova dental tradicional de cerdas macias para cavidade oral; Escova especifica
para préteses; Sabdo neutro
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Fonte: Elaboragéo propria.

Em seguida, os pacientes receberam instrucdes verbais e escritas em um
folheto, contendo o protocolo de higienizacdo descrito abaixo. A linguagem utilizada

foi simplificada para melhorar a compreenséao do protocolo de higiene.

Folheto 1: Procedimentos realizados pelos pacientes durante 1 més apoés a
selecdo dos pacientes e no periodo washout:
1) Para a escovacéo, procure utilizar a escova MACIA para seus dentes e para a
sua proétese (Figura 2). Procure manter a pia cheia d’agua durante a escovagao

da sua prétese, isso evitara a fratura em caso de queda;
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3)

4)
5)
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Durante a escovacéo dos seus DENTES, dar ATENCAO aos locais que foram
desgastados para a colocagdo da protese;

Durante a escovacéo da sua PROTESE, dar ATENCAO a parte que fica em
contato com os dentes;

E recomendavel, se possivel, dormir SEM a protese (Figura 3);

Para guardar sua prétese, vocé deve utilizar um recipiente apenas com agua.
NUNCA utilizar substancias que contenham cloro (agua sanitaria), ou qualquer
outro produto durante o periodo experimental e nem deixar a prétese fora

d’agua, porque ela sera danificada (Figura 4).

Figura 2 - Imagens ilustrando a escovacao utilizando uma escova especifica para
prétese

Fonte: Google imagens.

Figura 3 - Imagem ilustrando o periodo noturno onde deve-se remover as proteses

Fonte: Elaboracéo proépria.
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Figura 4 - Imagem ilustrando que ndo se deve utilizar nenhum produto para limpeza,
apenas agua durante o periodo experimental

H20

Fonte: Elaboracéo propria.

45 Grupos Experimentais e Métodos de Desinfeccéo

Os pacientes selecionados foram recrutados apos 1 més da primeira consulta.
Nesse periodo de 30 dias eles utilizaram a escova especifica para protese e a escova
macia para a cavidade oral, com o objetivo de terem um treinamento de uso, e
acostumar com as orientacdes passadas, como por exemplo de remover a protese
antes de dormir, para a calibracdo da amostra.

Os pacientes foram randomizados considerando uma sequéncia numérica
aleatdria gerada por um programa de computador (Microsoft Excel 2016; Microsoft
Corporation, Redmond, EUA). Os participantes, apds a randomizag¢do, foram
instruidos a escovar suas proéteses, de acordo com protocolo de higienizacao descrito
acima, e armazena-las em aproximadamente 150 mL de uma das seguintes solu¢cées
fornecidas para cada paciente, por 8 horas (overnight), durante 7 dias®3. Quatro
grupos foram formados em funcdo da sequencia de utilizacdo das solucdes
desinfetantes. (Figura 5):

A. Hipoclorito de Sodio (grupo HS): as proteses foram imersas em
hipoclorito de s6dio 0,5% (grupo controle positivo);

B. Solucédo Dettol (grupo SD): as préteses foram imersas em sabonete

liquido Dettol, na concentracéo de 10 vezes encontradas no CIM (0,39%)3°;
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C. Solucéao Lifebuoy (grupo SL): as préteses foram imersas em sabonete
liquido Lifebuoy, na concentracdo de 10 vezes encontradas no CIM (0,78%)
(Zoccolotti et al., 2018);

D. Solucdo PBS (grupo PBS): as proteses foram imersas em solugéo
salina (grupo controle negativo).

Figura 5 - Imagem ilustrando as solugbes que foram utilizadas no estudo: hipoclorito,
sabonete Dettol, sabonete Lifebuoy, e solucdo PBS respectivamente
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Fonte: Google Imagens.

A marca comercial e a composi¢ao quimica de cada sabonete desinfetante
(fornecida pelos fabricantes) estdo descritas no Quadro a seguir:

Quadro 1- Marca comercial e composi¢cao quimica dos sabonetes desinfetantes

Dettol
Aqua, Sodium Laureth Sulfate, Cocamidopropiyl Betaine, Salicylic Acid, Chloroxylenol,
Glycerin, Polyquaternium-7, Tetrasodium EDTA, Methylchloroisothiazolinone &
Methylisothiazolinone, Acrylates/PEG-10 Maleate, Styrene Copolymer, Parfum,
Sodium Hydroxide, Citric acid, Sodium Chloride

Lifebouy

Aqua, Sodium Laureth Sulfate, Cocamidopropiyl Betaine, Parfum, Cocamide MEA,
Acrylates Copolymer, Sodium Chloride, PPG-9, Lactic Acid, Glycol Distearate,
Glycerin, Helianthus Annuus Seed Oil, Sodium Hydroxide, Tetrasodium EDTA,
Styrene/Acrylates Copolymer, Dried Cream, Terpineol, Thymol,
Methylchloroisothiazolinone, Methylisothiazolinone, Alpha-lsomethyl ionone, Benzyl
Salicylate, Butylphenyl Methylpropional, Citronellol, Coumarin, Geraniol, Hexyl
Cinnamal, Limonene, Linalool.

Fonte: Elaboracao proépria.
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Todos os participantes usaram cada solucao por sete dias em uma sequéncia
aleatoria (randomizada). Apds cada periodo de uso, houve um periodo de washout de
1 semana, durante o qual os pacientes usaram apenas a escova especifica, e 0 sabao
liquido neutro para limpar suas proteses dentarias, a fim de eliminar o efeito residual
do tratamento prévio (efeito carry over)06,

A aleatorizacdo da ordem dos voluntarios quanto ao recebimento dos produtos
foi realizada em uma sequéncia de 04 possibilidades (quadrado latino 4x4), para que
assim, o processo de distribuicdo de alocacdes fosse obtido ao acaso. O periodo
experimental total do estudo foi realizado em 79 dias, para cada paciente. A sequéncia
de tratamento acompanha o Fluxograma 1:

Fluxograma 1 - Delineamento do estudo crossover

42 Pacientes
(Amostra Probabilistica)

I adequagao Pacientes Selecionados

Critérios de
Inclusao e Exclusao

Pacientes Pacientes Pacientes Pacientes
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

*Periodo Washout
(7 dias)

O] O %] D |*| >
%] O¥| O |*|®
Wl > |*]O x| O
O*x]o|*| > %] O

Periodo
experimental 79
dias

Fonte: Elaboracéo proépria.
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46 Coletade Biofilme da Prétese Total

A coleta do biofilme (Figura 6) foi realizada antes (baseline) e apds sete dias
de imersdo nas solucdes desinfetantes de acordo com os diferentes grupos
experimentais. Para a coleta inicial de biofilme, apés o periodo de 30 dias de
adequacédo, as proteses foram removidas da cavidade oral do paciente e foram
lavadas em agua corrente. Amostras de biofilme foram recolhidas a partir da superficie
interna das proéteses (que foi vigorosamente esfregada durante 2 minutos com swab
estéril). As amostras de biofilme foram colocadas em tubos contendo 1 mL de solucao
PBS e armazenadas sob refrigeracdo (0 a 5°) até o plaqueamento. Apds a coleta do
biofilme, as préteses foram novamente lavadas em agua corrente e devolvidas aos
pacientes.

Essa etapa de coleta inicial do biofilme foi feita a fim de comprovar que existia
a presenca de biofilme antes de cada intervencéo proposta, sendo assim realizada
antes de cada paciente receber a solugcédo desinfetante a ser testada (baseline).

Figura 6 - Fotografia da coleta de biofilme sendo realizada

4 9

k.

Fonte: Elaboracgéo propria.

4.7 Distribuicdo do Material

As solucbes desinfetantes (500 mL) foram preparadas em laboratério por um
pesquisador que ndo era o responsavel por distribuir os materiais aos voluntarios, para
assim garantir o cegamento da pesquisa (estudo duplo cego). Apds o preparo, as
solugBes desinfetantes foram acondicionadas em frascos idénticos, de cor @mbar, e
foram identificados como solucdo A, solucdo B, solugéo C e solucdo D (Figura 7).

Para a solugao do hipoclorito 0,5%, foi realizada a diluicdo do hipoclorito a 1%
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em PBS (250 mL de hipoclorito a 1% e 250 mL de PBS). A solucao de Dettol, que tem
o MIC igual de 0,39%, foi preparada utilizando 19,5 mL de Dettol e 480,5 mL de PBS.
Para realizar a diluicdo do sabonete Lifebuoy, que tem o MIC igual de 0,78%, foram
necessarios 39 mL do sabonete e 461mL de PBS. E o controle negativo foi a solucéo
de PBS. Cada paciente recebeu dois frascos de 500 mL da solucéo que iria utilizar, e
foi orientado para que, se acabassem, deveria entrar em contato com o pesquisador
para receber mais do produto.

Os grupos foram divididos de acordo com a aleatorizag&o inicial, feita pelo
Microsoft Excel 2016, por um pesquisador diferente. Posteriormente 0s materiais
foram distribuidos para cada voluntario e foram orientados sobre a correta utilizagao
por um mesmo pesquisador distinto, e cego das demais etapas. Esse pesquisador
também foi o responsavel pela coleta de biofilme da parte interna da protese removivel
superior dos voluntarios.

Figura 7 - Solucbes desinfetantes condicionadas em frascos idénticos para
distribuicdo aos voluntarios da pesquisa

Solugao A Solugido B Solugao C Solugao D

Fonte: Elaboragéo propria.

No momento da distribuicdo das solugdes, as orientacdes a seguir foram dadas,

em forma de folheto para cada voluntario, e explicadas verbalmente.

Folheto 2 (procedimentos realizados pelos pacientes durante o periodo
experimental):

Escovando a cavidade oral (BOCA) — 3 vezes ao dia durante 2 minutos
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1. Remova a protese;

2. Passe a escova de dentes de cerdas macias que |he foi fornecida com o
dentifricio de sua escolha em todo rebordo (gengiva);

3. Escove o céu da boca (palato) suavemente com movimentos horizontais
e verticais;

4. Enxague bem a boca com bochechos de agua por 60 segundos;

5. Durante a escovacdo da sua PROTESE, dar ATENCAO a parte que fica
em contato com os dentes inferiores.

Escovando a Prétese — 3 vezes ao dia durante 3 minutos

6. Escove a dentadura com a escova especifica para préteses totais que
Ihe foi fornecida e sabonete liquido neutro, apds cada refeicéo;

7. Antes de dormir (A NOITE), retire sua dentadura da boca, enxague com
agua da torneira e coloque a dentadura em um recipiente com 150 mL
da solucédo que vocé recebeu e deixe por 8 HORAS (DURANTE TODA
A NOITE);

8. Ao amanhecer escove a dentadura como recomendado no passo 1
antes de utiliza-la;

9. Repetir durante 7 dias.

4.8 Contagem de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)

Os tubos falcons contendo as amostras de biofilme coletados antes, e apds
cada intervencao foram agitados durante 1 minuto em agitador Vortex, para desalojar
as células do swab estéril. Posteriormente, foram realizadas quatro diluicdes a partir
desta solucéo. Para isso, uma aliquota de 100 pL da solucéo foi pipetada, e transferida
para outro tubo de ensaio contendo 900 pL de PBS. Este ultimo tubo foi agitado
vigorosamente em Vortex, e uma nova aliquota de 100 uL era removida do mesmo, e
colocada em outro tubo de ensaio contendo 900 pL de PBS?°.Esse procedimento foi
realizado quatro vezes para cada paciente e, dessa forma, as diluicbes seriadas foram
de 10t a 104

Posteriormente, as diluicdes foram plagueadas em um seletivo para Candida
spp (CHROMagar Candida, Probac do Brasil Produtos Bacteriolégicos Ltda., Séo
Paulo, SP, Brazil). As placas foram incubadas a 37 ° C durante 48 horas.

Apdés esse periodo, as placas foram posicionadas sobre um contador de

col6nias digital (Phoenix Ind. e Com. de Equipamentos Cientificos Ltda., Araraquara,
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SP) e o nimero de colbnias foi determinado. Os nimeros de unidades formadoras de

coldnias por mililitro (ufc/mL) foram calculados de acordo com a seguinte férmula:

Ufc/mL = Ndmero de colbnias x 10"

q
Nessa férmula, n equivale ao valor absoluto da diluicdo escolhida (de 0 a 4) e

g equivale a quantidade, em mL, semeada de cada dilui¢cdo nas placas.

4.9 Analise Estatistica

O sabonete liquido desinfetante foi considerado efetivo quando houve a
reducédo de pelo menos 3 logs dos micro-organismos presentes nas proteses em
relacdo ao baseline. A porcentagem de reducéo foi calculada pela subtracdo dos
valores totais de UFC/mL (para cada micro-organismo) obtidos em cada tempo de
avaliacdo em relacdo ao tempo zero (primeira coleta). O calculo foi realizado para
cada grupo experimental. Os resultados foram tabulados e submetidos ao método
estatistico mais adequado. Além disso, foi realizada a anélise descritiva dos dados e
a normalidade foi averiguada através da assimetria e curtose, e 0 pressuposto de
homocedasticidade foi avaliado pelo teste de Levene.

Para dados dependentes, quando houve normalidade, foi realizado o teste T
pareado, e quando ndo houve normalidade, foi realizado o teste T Wilcoxon. Para a
analise de variancia o teste estatistico utilizado foi o ANOVA one way com correcao
de Welch, o pos teste de Games- Howell. Os softwares utilizados para as analises
descritivas foi o Biostatic 5.0, e para os testes estatisticos foi utilizado o IBM SPSS

20.0. O nivel de significancia adotado foi de 0,5%.
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5 RESULTADOS

Os resultados deste trabalho foram divididos pelas analises descritivas dos
voluntarios da pesquisa, pela avaliagdo da prevaléncia das espécies de Candida
identificadas. Foi realizada uma estatistica descritiva, onde as diferentes espécies
foram organizadas por meio da frequéncia percentual com que apareceram nas
coletas antes, e apds as intervencles, e pelas andlises estatisticas dos dados
coletados Esta avaliacdo quantitativa das intervencdes foi realizada em tempos

distintos: 0 (baseline) e em 7 dias (ap0s cada intervencao), para cada paciente.

5.1 Dados Demograficos e Distribuicdo dos Voluntarios nos Diferentes Grupos

Foram avaliados quarenta e dois pacientes, dos quais quatorze foram excluidos
em funcdo dos critérios propostos para validar a participacdo na pesquisa, ou por
desisténcia dos mesmos. Desses quatorze pacientes excluidos, um paciente
apresentava xerostomia, dois apresentavam comprometimento do estado de saude
decorrente do Diabetes tipo 1 ou 2 (estando ou ndo controlada, mesmo com
acompanhamento médico), oito pacientes desistiram durante o estudo, um paciente
foi diagnosticado com uma neoplasia, e outros dois pacientes ndo realizaram 0s
procedimentos adequadamente. Estes dados estédo representados no Fluxograma 2.

Vinte e oito pacientes atenderam aos critérios de inclusdo e compuseram a
amostra do estudo. De acordo com o célculo amostral, seriam necessarios 25
pacientes e, sendo assim, o tamanho da amostra foi adequado. Todos os pacientes
avaliados receberam os encaminhamentos necessarios e instrucdes de higiene oral e
da prétese, assinaram o Termo se Consentimento Livre e Esclarecido também
receberem o kit de higiene bucal e para protese.

Desses 28 participantes,18 eram do sexo feminino e 10 eram do sexo
masculino, tendo idade entre 61 e 79 anos, com uma meédia de idade de 67 anos.

Todos residentes do estado de Sao Paulo.



51

Fluxograma 2 - Distribution of patients in groups

Voluntérios Avaliados (n=42)

v

Aleatorizagdo (n=28)

¥

30 dias para padronizagao do
estudo, utilizando o kit de
higiene fornecido e o detergente
neutro (n=28)

Fonte: Elaboracéo Prépria.

Excluidos (n=14)
Xerostomia n=1
Diabetes n=2
Desisténcia n=8
Neoplasia n=1
N3ao colaboraram n=2

Intervengcdo 1 durante 7 dias
n=28

A

Intervengdo 2 durante 7 dias
n=28

A

Intervengdo 3 durante 7 dias
n=28

Todos os pacientes participaram
de todas as intervengdes com um
periodo de pausa entre elas de 7
dias (washout)

¥ 7 3

Intervencdo 4 durante 7 dias
n=28

O Quadro 2 demonstra as caracteristicas qualitativas e quantitativas da

amostra final de 28 pacientes.

A amostra foi dividida aleatoriamente com o auxilio do software Microsoft Excel

(Quadro 3), buscando dividir os voluntarios para as quatro intervencfes a serem

testadas. Tal procedimento foi realizado por um pesquisador diferente das demais

etapas, responsavel por apenas esta etapa da pesquisa e cego para todos os demais

procedimentos.



Quadro 2- Dados descritivos da amostra selecionada

Voluntarios Género Idade Condigao Tempo de Uso
Arcada Inferior |da Protese
Total Superior
Voluntario 1 Feminino 61 anos Desdentada total|1 ano
Voluntario 2 Feminino 61 anos Desdentadatotal|1 ano
Voluntario 3 Feminino 66 anos Desdentadatotal|1 ano
Voluntario 4 Feminino 62 anos Desdentada 1 ano
parcial
Voluntario 5 Feminino 65 anos Desdentada total|1 ano
Voluntario 6 Feminino 67 anos Desdentadatotal| 1 ano
Voluntario 7 Feminino 67 anos Desdentada total |6 meses
Voluntario 8 Feminino 70 anos Desdentada total |9 meses
Voluntario 9 Feminino 73 anos Desdentadatotal |3 anos
Voluntario 10 |Feminino 62 anos Desdentada 3anos
parcial
Voluntario 11 Feminino 63 anos Desdentada total |6 meses
Voluntario 12 |Feminino 64 anos Desdentada total |3 meses
Voluntario 13 |Feminino 71 anos Desdentada total|1 ano
Voluntario 14 |Feminino 68 anos Desdentada 2 anos
parcial
Voluntario 15 |Feminino 71 anos Desdentadatotal |6 meses
Voluntario 16 |Feminino 62 anos Desdentada total |6 meses
Voluntario 17 |Feminino 69 anos Desdentada 6 meses
parcial
Voluntario 18 |Feminino 79 anos Desdentada total |6 meses
Voluntario 19 |Masculino 74 anos Desdentada total |6 meses
Voluntario 20 |Masculino 71 anos Desdentada total |6 meses
Voluntario 21 Masculino 69 anos Desdentada total |4 anos
Voluntario 22 |Masculino 71 anos Desdentada 2 anos
parcial
Voluntario 23 |Masculino 63 anos Desdentada 1 ano
parcial
Voluntario 24 |Masculino 61 anos Desdentada total |6 meses
Voluntario 25 |Masculino 67 anos Desdentada total |8 meses
Voluntario 26 |Masculino 78 anos Desdentadatotal|1 ano
Voluntario 27 |Masculino 76 anos Desdentadatotal|1 ano
Voluntario 28 |Masculino 68 anos Desdentadatotal|1 ano

Fonte: Elaboragéo propria.
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Quadro 3 - Voluntarios aleatorizados pelo software Microsoft Excel

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
Voluntario 7 Voluntario 10 Voluntario 8 Voluntario 2
Voluntario 3 Voluntario 9 Voluntario 1 Voluntario 14
Voluntario 5 Voluntario 16 Voluntario 4 Voluntario 11

Voluntario 13 Voluntario 12 Voluntario 15 Voluntario 6
Voluntario 20 Voluntario 23 Voluntario 19 Voluntario 21
Voluntario 28 Voluntario 27 Voluntario 22 Voluntario 26
Voluntario 24 Voluntario 25 Voluntario 18 Voluntario 17

Fonte: Elaboracéo prépria.

5.2 Identificacdo das Espécies de Candida

ApOs o plaqueamento em placas de Petri, com meio de cultura de CHROMagar,
e incubacédo de 48 horas, foi realizada a identificacéo das espécies de Candida pela
diferenciacdo das cores (caracteristicas morfotintoriais), de acordo com a

padronizacdo do fabricante apresentadas no Quadro 4.

Quadro 4 - Identificacéo de Candida spp. e Avaliacdo do Crescimento Microbiano

Espécies Caracteristicas morfotintoriais-CHROMagar

C. albicans Colonias verdes claras e verde médio.

C. tropicalis Colbnias azuis acinzentadas a azuis esverdeadas ou azuis
metalizadas com ou sem halos violetas no meio circundante.

C. glabrata Colbnias cor de malva a malva escuro.

C. krusei Colbnias planas de grande dimenséo, cor de rosa claro a vermelho

claro com um rebordo esbranquigcado.
Outras Incolor a bege claro, transparente.

Fonte: Elaboragéo propria

5.3 Identificacdo das Espécies de Candida da Parte Interna das Proteses Totais

Durante o estudo houve maior prevaléncia de C. albicans e de C. tropicalis,
respectivamente, tanto antes como apos as intervengbes com as solucdes
desinfetantes. N&o foi observado em nenhuma das dilui¢cdes a presencga de C. glabrata
e C. Krusei. As Tabelas 1 e 2 mostram a frequéncia, em porcentagem, de cada

espécie antes e apos as intervencgdes realizadas.
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Tabela 1- Porcentagem de cada espécie de Candida ao longo do periodo experimental
antes das intervencgdes

Antes PBS % HS % SL % LD %
C. albicans 87,15 70,98 77,99 81,86
C.tropicalis 12,84 29,01 22 18,13
C. glabrata 0 0 0 0

C. krusei 0 0 0 0

Outras 0 0 0 0

Fonte: Elaboracao prépria.

Tabela 2- Porcentagem de cada espécie de Candida ao longo do periodo experimental apds
as intervencoes

Apoés PBS % HS% SL% LD%
C. albicans 88,49 85,36 66,37 92,2
C.tropicalis 11,05 14,63 33,62 7,79
C. glabrata 0 0 0 0

C. krusei 0 0 0 0

Outras 0 0 0 0

Fonte: Elaboracao proépria.

5.4 Avaliacdo do Efeito das Solu¢cdes Desinfetantes Sobre o Crescimento de

Candida albicans

Os Gréficos a seguir (1 a 4) apresentam a contagem de UFC/mL em log10

(UFC+1) das espécies de Candida albicans, que foram coletadas e plagueadas da

superficie interna das proteses totais superiores, dos voluntarios da pesquisa, no

Baseline e apés cada intervencéo separadamente.
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Gréfico 1- Unidades formadoras de colénias (UFC/mL) do Grupo HS, no baseline e apds a
intervencao de 7 dias. Este grupo apresentou redugéo na incidéncia de Candida albicans da
parte interna da proétese total superior
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Fonte: Elaboracéo propria.

Gréfico 2- Unidades formadoras de colbnias (UFC/mL) do Grupo PBS, no baseline e apds a
intervencao de 7 dias. Neste grupo controle houve a incidéncia semelhante de Candida
albicans apds o tratamento
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Fonte: Elaboragédo propria.
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Grafico 3- Unidades formadoras de coldnias (UFC/mL) do Gupo SL, no baseline e
apos a intervencao de 7 dias. Este grupo apresentou reducao na incidéncia de
Candida albicans da parte interna da prétese total superior
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Fonte: Elaboracéo propria.

BASELINE DEPOIS DO TRATAMENTO

Gréfico 4- Unidades formadoras de colénias (UFC/mL) do Grupo SD, no baseline e apés a
intervencdo de 7 dias. Este grupo apresentou reducéo na incidéncia de Candida albicans da
parte interna da protese total superior
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Fonte: Elaboracgéo propria.
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Na Tabela 3 podemos comparar os resultados das médias e desvio padrdo de
todos 0s grupos apos os tratamentos. As letras diferentes significam que houve
diferenca estatistica entre os grupos. Onde a letra a € o grupo de Hipoclorito de sédio
a 0,5% (controle positivo), a letra b corresponde aos grupos Dettol 10x o MIC e ao
grupo Lifebuoy 10x o MIC, e a letra c. corresponde ao grupo PBS (controle negativo).

Os resultados do poés-teste de Games- Howell quando os grupos foram
cruzados entre si estdo apresentados na Tabela 4. E possivel observar que quando
comparado o Grupo HS com os demais grupos de intervencgdes houve uma diferenca
significativa (p<0,05). Ja para os grupos SD e SL ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre eles. O grupo PBS apresentou diferenca estatistica
para os demais grupos. Foi observada reducdo estatisticamente significante nos
grupos HS (p< 0,001), SD (p< 0,001), SL (p< 0,001), e PBS (p=0, 643).

Tabela 3- Resultados das médias e desvio padrdo dos grupos apés os tratamentos

Grupos Média Desvio Padréo
Hipocloritoa 49,767 0,37325
Dettols 28,268 206,048
Leifebuoys 28,248 202,193
PBSc 0,0219 0,24723

Letras diferentes significam que houve diferenca estatistica entre os grupos. Onde a letra a €
0 grupo de Hipoclorito de s6dio a 0,5% (controle positivo), a letra b corresponde aos grupos
Dettol 10x o MIC e ao grupo Lifebuoy 10x o MIC, e a letra c. corresponde ao grupo PBS
(controle negativo).

Fonte: Elaboragéo propria.
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Tabela 4- Resultados do pos-teste de Games-Howell quando os grupos foram
cruzadosentre si

Pos teste Games-Howell

Grupos

Dettol
Hipoclorito PBS
Lifebuoy
Hipoclorito
Dettol PBS
Lifebuoy
Hipoclorito
PBS Dettol
Lifebuoy
Hipoclorito

o

Lifebuoy Dettol
PBS

= =
ogoooogooooou
o

Fonte: Elaboracéo propria.

Através da analise da dimenséao do efeito (n2 p= 0,605) podemos observar que
o estudo clinico teve um efeito muito elevado, podendo extrapolar este resultado para
a clinica. Mostranto que tanto as solucfes de sabonetes antissépticos quanto o
hipoclorito podem ser utilizados para a reducdo de Candida albicans clinicamente
(Tabela 5).

Tabela 5- Dimenséao de efeito e poder do teste

Grau de

Grau de . Dimenséo Poder
! Liberdade .
Estatistica Liberdade 1 > D do efeito do teste
Welch 1,142,346 3 52,869 0 0,605 1,000

Fonte: Elaboracgdo Proépria.

5.5 Avaliagdo do Efeito das Solug¢fes Desinfetantes Sobre o Crescimento de
Candida tropicalis
Os Gréficos a seguir (5 a 8) apresentam a contagem de UFC/mL em logl0
(UFC+1) das espécies de Candida tropicalis, que foram coletadas das proteses totais
superiores dos voluntarios da pesquisa, antes e apos as interveng¢des de duracdo de
7 dias.



59

Gréfico 5- Unidades formadoras de colénias (UFC/mL) do Grupo HS, no baseline e apés a
intervencao de 7 dias. Este grupo apresentou redugéo na incidéncia de Candida tropicalis da
parte interna da proétese total superior
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Fonte: Elaboracéo propria.

Gréfico 6- Unidades formadoras de colénias (UFC/mL) do Grupo PBS, no baseline e apds a
intervencdo de 7 dias. Neste grupo controle houve a incidéncia semelhante de Candida
tropicalis ap6s o tratamento
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Fonte: Elaboracgédo propria.
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Gréfico 7- Unidades formadoras de colénias (UFC/mL) do Grupo SL, no baseline e apés a
intervengao de 7 dias. Este grupo apresentou redugéo na incidéncia de Candida tropicalis da
parte interna da proétese total superior
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Fonte: Elaboracéo propria.

Gréfico 8- Unidades formadoras de colbnias (UFC/mL) do Grupo SD, no baseline e apés a
intervencao de 7 dias. Este grupo apresentou reducdo na incidéncia de Candida tropicalis da
parte interna da protese total superior
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Fonte: Elaboragdo propria.
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A Tabela 6 mostra o resultado do pos-teste de Tukey quando os grupos foram
cruzados entre si. Pode-se observar que os valores do grupo HS (1) e do SS (2), tem
uma diferenca estatisticamente significante (p<0,05), também € possivel observar
uma diferenca significativa entre o grupo controle SS e os grupos de sabonete SD (3)
e SL (4). Quando comparamos os grupos HS, SD e SL nao foi observado diferenca
significativa, comprovando assim que os trés sao igualmente eficazes no controle de

Candida tropicalis.

Tabela 6- Resultado do pds-teste de Tukey quando os grupos foram cruzados entre si

POs tesde de Tukey Diferenca (p)
Médias (1 a 2) 30,551 <0.01
Médias (1 a 3) 0,478 ns
Médias (1 a 4) 0,7328 ns
Médias (2 a 3) 25,771 <0.01
Médias (2 a 4) 23,223 <0.01
Médias (3 a 4) 0,2548 ns

Fonte: Elaboracéo propria.



62

6 DISCUSSAO

A utilizacao de protese dental predispde o usudrio a ter alguns tipos de doenca,
como a estomatite protética, em funcédo do acumulo de biofilme sob as bases acrilicas.
Assim, a correta higienizacao das proteses removiveis ndo deveria ser negligenciada.
Cabe ao profissional responséavel oferecer instru¢des adequadas de higiene oral e das
proteses e realizar um criterioso plano de tratamento com controle posterior regular.
Estas acbes séo alguns dos fatores importantes na prevencdo de doencgas como a
estomatite protética'®’. Apesar disso, frequentemente, os pacientes relatam nunca
terem sido instruidos por seus dentistas sobre como limpar suas préteses?3104,
Concomitantemente, muitos pacientes voluntarios da presente pesquisa relataram,
informalmente, que a Unica recomendacao fornecida na entrega da proétese foi para
higieniza-las apods as refei¢des utilizando, preferencialmente, uma escova dental dura.
Alguns dos pacientes informaram que Ihes foram recomendados evitar pastas de
dentes abrasivas, mas que tinham dificuldade em escolher a pasta correta a ser
utilizada. Pelos achados, € possivel observar que o profissional de saude também é
responsavel pela inadequada higiene dos pacientes. Sendo assim, 0s programas
preventivos deveriam ser mais eficazes e preocupados na promoc¢ao de uma boa
saude bucal, e os dentistas deveriam orientar seus pacientes de forma clara sobre a
limpeza adequada das proteses e dentes remanescentes e sobre o0s produtos

apropriados a serem usados’’.

No presente estudo foram incluidos pacientes portadores de protese total
superior com mucosa oral e condi¢cdes sistémicas saudaveis. A média de idade dos
pacientes foi de 67 anos. Essa faixa etaria apresenta um maior risco de desenvolver
infeccbes por fungos, principalmente estomatite, protética em razdo do elevado
nimero de usuarios de préteses removiveis parciais e totais'%®1%° Ao analisar os
participantes da pesquisa, foi observado a presenca de 64,28 % de voluntarias do
género feminino e 35,71% do sexo masculino. Encontra-se na literatura que o sexo
feminino tem uma maior frequéncia de apresentar doencas bucais, como estomatite
protética. O estudo de Figueiral et al.1*° apresentou que a incidéncia de estomatite
protética no género feminino foi de 59,8%, enguanto que no género masculino foi de
34,0. A explicagdo mais plausivel para a maior incidéncia de lesGes bucais no género
feminino, é a presenca de alteragbes hormonais, principalmente no periodo apos a

menopausa, e a deficiéncia de ferro, frequentemente encontrada nas mulheres.Outra
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possivel explicacdo é que as mulheres sdo mais preocupadas com a saude e
procuram seus meédicos e dentistas com maior frequéncia, possibilitando o

diagnéstico das doencgas!!0-111,

A remocao eficaz do biofilme pela escovacéo exige um certo grau de destreza
manual, que é comumente comprometida em idosos!'?. Desinfeccdo quimica,
associada ao método de escovacdo, € considerado o procedimento mais
indicado??**3. Em funcdo das desvantagens do uso de algumas solucdes quimicas
utilizadas para a desinfeccédo de préteses®3?, foi realizado um estudo in vitro prévio
com o objetivo de avaliar as propriedades bioldgicas, mecéanicas e fisicas de uma
resina acrilica para base de proteses apds imersdao em sabonetes liquidos
desinfetantes®. De acordo com esse estudo, o uso de sabonetes desinfetantes
poderia ser considerado uma maneira facil e de baixo custo para desinfeccdo de
préteses removiveis parciais ou totais. Foram investigados os sabonetes Protex,
Lifebuoy e Dettol, que sdo os sabonetes antimicrobianos mais encontrados em
farmacias e mercados. A concentracao inibitéria minima de cada sabonete, sua
capacidade de formacdo e reducdo de biofilme, além das propriedades fisicas,
mecanicas e citotoxicas foram avaliadas. O estudo foi considerado importante por nao
haver relatos na literatura com este propésito de uso na Odontologia. O estudo seguiu
as recomendacdes encontradas nos estudos de Shay et al.}'4, e Cakan et al.''%, nos
guais foi observado que algumas solucdes desinfetantes sdo mais efetivas quando
usadas “overnight”’. Portanto, no protocolo utilizado para o estudo preliminar, as
amostras ficaram imersas nas solucdes 8 horas por dia, durante 28 dias, simulando a
desinfeccdo noturna diaria. Os resultados mostraram que Dettol e Lifebuoy
eliminaram o biofilme pré-formado nos espécimes. Em geral, os sabdes desinfetantes
nao foram capazes de prevenir a formacéao de biofilme, mas todos os sabonetes foram
eficazes na reducdo do biofilme pré-formado. Além disso, todos os sabonetes nao
foram citotoxicos e a maioria ndo alterou a rugosidade, a dureza e a cor da superficie.
Portanto, os autores concluiram que a imersdo das préteses removiveis em
sabonetes antissépticos pode ser um procedimento de baixo custo e facil para
prevenir a estomatite protética. Com esses resultados positivos demonstrados, foi
proposta a presente pesquisa clinica, para comprovar se 0s resultados encontrados

nos estudos in vitro correspondiam com o estudo in vivo.

Apesar de a C. albicans ser o isolado clinico mais associado com o
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desenvolvimento de estomatite protética, representando mais de 80% das demais
espécies*’, nos Ultimos vinte anos, o nimero de espécies de ndo Candida albicans
(NCAC) aumentou significativamente*®*0. O aparente aumento do envolvimento das
espécies NCAC na candidose humana pode ser explicado devido as melhorias nos
métodos diagndsticos, como o uso de meios cromogénicos, como o CHROMagar®!
utilizado no presente estudo. CHROMagar Candida foi o método usado para
identificacdo de espécies de Candida albicans e espécies de ndo Candida albicans.
Muitos estudos utilizam este método de identificacdo como os de Badard et al.''® e
Arruda et al.%3,

A interface entre a protese e a mucosa oferece um ambiente propicio, sendo
umido e de temperatura ideal para a colonizacdo de micro-organismos e formacgéo do
biofilme'?1%, Na maioria dos casos, para se obter resultados satisfatérios, sdo
necessarias concentracdes de 5 a 8 vezes maiores que a concentracdo inibitéria
minima (CIM) das células planctonicas. Um estudo anterior usando microscopia
eletrbnica de varredura mostrou que uma concentracao de 11 vezes a da CIM para a
anfotericina B ndo conseguiu interromper o crescimento do biofilme de C. albicans?®.
Dessa forma, a concentracdo de dez vezes a inibitoria minima foi utilizada no presente
estudo, uma vez que os biofilmes encontrados na parte interna das proteses totais
superiores dos pacientes sédo clinicamente heterogéneos, e esse fenotipo pode ter

impacto negativo na vida pacientest’-119,

No estudo proposto foram coletadas amostras das bases internas das proteses
totais superiores. Foi constatada a maior incidéncia de C. albicans, apresentando
frequéncia entre 66 e 88% nas intervencdes analisadas, seguida de C. tropicalis, com
uma frequéncia entre 7 e 33%. Um fato importante a salientar sobre os isolados de
espécies de Candida € que sdo frequentemente dependentes da regido geogréfica e
do grupo de pacientes®. Em um recente estudo epidemiolégico realizado em 12
centros médicos brasileiros, C. tropicalis foi a segunda espécie de Candida mais
recuperada, respondendo por 33-48% de todos os casos de candidose®®’. Alguns
estudos in vivo de infec¢éo de candidose sugerem que a C. albicans é a espécie mais
patogénica, e investigagdes in vitro indicam que ela também expressa niveis mais
altos de fatores de viruléncia em comparacdo com outras espécies, podendo causar

infeccGes mais perigosas®’.

Os resultados encontrados na presente pesquisa estdo de acordo com outros
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estudos, os quais relatam que ambas as espécies sao de importancia clinica em seres
humanos, onde a C. albicans é a espécie mais prevalente e mais patogénica, sendo
responsavel pela maioria dos casos de candidiase oral e sistémica**-*>¢, Os dados
encontrados no estudo correspondem com os de Calderone et al.'?®, no qual foi
relatado que a C. albicans representa mais de 80% dos isolados de todas as formas
de candidoses humanas. Podemos citar também o estudo de Sanita et al.'%8, que
comparou a prevaléncia das diferentes espécies de Candida isoladas de pacientes
diabéticos com pacientes ndo diabéticos, com ou sem estomatite protética. O estudo
mostrou que C. albicans foi a espécie mais frequentemente isolada, observada em
81,9% dos 210 pacientes, seguida de C. tropicalis, ndo tendo diferenca estatistica
entre os pacientes diabéticos e nao diabéticos.

Para a analise do efeito de cada solucao na reducdo dos micro-organismos de
C. albicans e C. tropicalis, foram usados como grupo controle negativo o PBS e como
grupo controle positivo o hipoclorito de sédio a 0,5%, por ser considerado “padrao
ouro” na literatura. O PBS é uma solugao salina e ndo apresentou agao significativa
no aumento ou reducéo de micro-organismos, como esperado. O hipoclorito de sédio
a 0,5% é o agente quimico de limpeza de primeira escolha em muitos estudos, uma

vez que inativa o biofilme microbiano e inibe a formac&o de calculo?5-?7.

No presente estudo, hipoclorito de sédio a 0,5% foi capaz de reduzir mais de 3
logs de micro-organismos para todos os pacientes, mostrando sua alta efetividade
antifangica, tanto para espécies de Candida albicans, como para Candida tropicalis.
Apesar de apresentar bons resultados na capacidade antimicrobiana, sabe-se que em
concentracfes maiores que 1% pode causar efeitos citotbxicos moderados aos
tecidos bucais, além de promover branqueamento das bases acrilicas e corrosdo dos
componentes metalicos das préteses3?-3. Jagger et al.®® concluiram que o uso de
hipoclorito de sodio pode ser empregado em concentragcdes menores de 2%, 1% ou
0,5% para a limpeza eficaz de préteses. O tempo de imersao varia de acordo com a
concentracgédo utilizada. A concentracdo indicada da solugéo de hipoclorito de sodio é
de 0,525% com imersdo de 10 minutos para uma eficaz desinfeccao da superficie
protética, seguido de enxague e imersdo em agua por toda a noite para minimizar as
principais desvantagens, como a possibilidade do clareamento das resinas acrilicas,
a corrosdo dos componentes metalicos, impregnacédo do material em profundidade,

causando irritacdo aos tecidos moles e sabor desagradavel®®. Além disso, os efeitos
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sobre as propriedades fisicas e mecénicas do uso dessa solucdo a longo prazo
deveria ser melhor investigado. Em estudo recente!?° foi verificado que a imerséo de
resinas acrilicas para base e reembasamento de proteses em tempo prolongado (6
meses) em hipoclorito de sédio 0,5% produziu alteragdes na topografia da superficie
de ambas as resinas. Foi verificado também que essas alteracdes aumentaram de
acordo com o tempo de armazenamento, causando degradacdo da superficie. Fato
positivo foi encontrado no estudo de Masetti et al.>* no qual foram investigados os
efeitos citotoxicos de amostras de resinas acrilicas para base e reembasamento de
préteses apdés imersdo em longo prazo (6 meses) em diferentes solucbes
desinfetantes. O armazenamento em hipoclorito de soédio a 0,5% ndo causou
alteracdes no metabolismo celular dos queratindécitos, independentemente do tempo
de imersédo. Foi observado também que as duas resinas acrilicas avaliadas (base e
reembasamento de protese) tiveram comportamento semelhante em relacdo a sua

biocompatibilidade apds imersdo nas diferentes solucdes.

Em relacdo aos grupos experimentais, ambos os sabonetes liquidos (Dettol e
Lifebuoy) foram eficazes na reducéo dos dois tipos de micro-organismos isolados da
base interna das proteses totais dos voluntarios. No caso da C. albicans, as solucfes
tiveram a capacidade de zerar a contagem de micro-organismos ou reduzir em 3 logs
de UFC/mL. Estes resultados estdo de acordo com os resultados do estudo in vitro
realizado por Zoccolotti et al.3® onde apds 8 horas de imerséo, todas as solugdes dos
sabonetes desinfetantes foram capazes de reduzir o biofilme formado sobre os corpos
de prova de resina acrilica, sendo que o Dettol e o Lifebuoy eliminaram totalmente

esse biofilme da superficie das amostras.

Ao analisar a reducao da C. tropicalis, pode se observar que as duas solu¢cées
tiveram acdo sobre o micro-organismo, porém inferior a 3 logs UFC/mL. Bezerra et
al.%* verificaram que o biofime de C. tropicalis € uma estrutura composta
principalmente por células em forma de levedura, embora algumas linhagens
apesentam formas filamentosas em biofilmes espessos de células coagregadas ou
em monocamadas descontinuas de leveduras ancoradas a superficie. Um isolado
especifico mostrou produzir biofilme com uma fina camada de hifas encapsuladas na
matriz. Curiosamente, embora o0s biofilmes de C. tropicalis tenham uma matriz
extracelular com baixo teor de carboidratos e proteinas, eles foram mais resistentes

ao descolamento da superficie do que aqueles formados por C. albicans®!. Essa



67

resisténcia ao deslocamento pode ser explicada pelo tamanho menor das col6nias de
C. tropicalis. Uma possivel solugdo para aumentar a eficacia dos sabonetes seria a
utilizacdo das solucdes associada a higienizacdo mecéanica, podendo assim aumentar
sua capacidade de acdo, além das imersées noturnas. Porém, estudos deveriam ser

realizados.

Varias sdo as substancias quimicas que conferem propriedades
antimicrobianas para os produtos de higiene como sabonetes, cosmeéticos,
dentifricios, detergentes, desodorantes, sabfes em pd e locbes encontradas
comercialmente e, especificamente, nas marcas e produtos utlizados neste
experimento. Dentre 0os componentes ativos presentes nos sabonetes utilizados
podemos citar: EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético), cocamidopropyl betaine,
hidroxido de sédio, acido citrico e o triclocarban (que apresenta mecanismos de acao
muito semelhantes ao triclosan), curcumina, dentre outros (Quadro 1). Os fabricantes
nao citam as concentracdes de cada componente, o que dificulta o esclarecimento

dos resultados obtidos no presente estudo.

No estudo de Devine et al.*?!, foi investigado a efetividade do EDTA
tetrassodico, um dos compostos tanto do sabonete Dettol quanto do Lifebuoy, para
desinfetar produtos odontologicos que sofrem contaminacdo, como material de base
de protese e escovas de dente. Os efeitos sobre as espécies de Candida foram
avaliados por causa do papel desses organismos nas infeccdes associadas a proétese.
Em 16 h, o EDTA tetrassddico reduziu as contagens viaveis de bactérias salivares e
de biofilme de C. albicans em mais de 99% e removeu a maioria ou todos os biofilmes
da superficie do material. A exposicao prolongada (6 dias) da base de material para
protese ao EDTA tetrassédico teve o beneficio adicional de reduzir a formacéao

subsequente de biofilme por micro-organismos salivares.

7

O cocamidopropyl betaine € um detergente pseudo-anfotérico derivado de
alquil betainas de cadeialonga. Por ser considerado menos irritante que o lauril sulfato
de sodio, seu uso se expandiu para muitos produtos de higiene. Ele tem a funcao de
desmanchar os 6leos e gorduras, de maneira menos irritante que o laurel sulfato de
s6dio’??. Além disso, a betaina é também utilizada como agente de limpeza para o
tratamento de feridas infectadas. Neste aspecto, Minnich et al.}?® realizaram um
estudo in vitro para examinar os efeitos antimicrobianos de uma solugéo contendo

0,1% de betaina e foi observada reducdo de 5,3 log a 5,8 log para varios micro-
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organismos, dentre eles a Candida albicans.

7

O Triclosan, que é o principal composto que confere caracteristica
antimicrobianas ao sabonete Dettol, tem grande espectro de acéo para bactérias e
para fungos. Ele apresenta boa tolerancia para uso na pele e cavidade bucal quando
em baixas concentragbes. Quando s&o utilizados em altas concentracdes ele tem
efeitos negativos para varias organelas citoplasmaticos e de membrana, ou seja, ele
se apresenta bacteriostatico em baixas concentracdes, mas em concentracdes mais
altas séo bactericidas. No caso de produtos comerciais, o Triclosan se encontra em
concentracfes mais baixas, (como é o caso do sabonete Dettol) e tem agéo principal
na inibicdo da sintese dos acidos graxos. Como essa substancia apresenta essa acao
de atravessar a membrana celular, ela atua diretamente em uma enzima especifica
de bactérias e fungos. Ao ligar-se a enzima bacteriana enoil-acil proteina-carreadora
redutase (ENR) ha um aumento da afinidade da enzima ao dinucleotido de
nicotinamida e adenina (NAD+). Isto resulta na formacdo de um complexo ternario
estavel, de ENR-NAD+-triclosan, que € incapaz de participar na sintese dos acidos
graxos (que sdo necessarios para a construcéo e reposi¢cao de membranas celulares
e para outras funcdes vitais dos micro-organismos) provocando a morte da célula

devido a desorganizacdo da membrana.?*

As atividades biologicas dos curcumindides da curcuma sdo muito embasadas
cientificamente, seus derivados possuem efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios,
anticancer, antimicrobianos, neuroprotetores, cardioprotetores e radioprotetores,
entre outros, e sdo muito utilizados por serem compostos naturais. O efeito da acéo
antifangica de curcuminoides no crescimento de Candida albicans ja foi confirmado,
onde a existéncia do grupo metoxi dos compostos pode aumentar a sua lipofilicidade,
conferindo a ele a habilidade dissolver gorduras do nucleo celular, o que torna mais

facil a invasdo na membrana celular dos fungos, inibindo o seu crescimento!?>127,

O hidréxido de sddio, presente na composicdo do Dettol® e Lifebuoy®, atua
como solvente organico e de gordura. Além disso, este composto € capaz de
neutralizar aminodacidos e degradar acidos graxos, atuando de forma ativa na parede

celular dos micro-organismos, o que lhe confere propriedade antimicrobiana®*.

Em relacdo ao &acido citrico, foi demonstrado que este produto pode ser
utilizado como desinfetante de proteses, tendo sido eficaz na reducéo da viabilidade

celular de Candida albicans em biofilme maduro13,
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Até o momento, os resultados desse estudo mostram que o0s sabonetes
liquidos poderiam ser uma alternativa para desinfec¢cdo de proteses removiveis
parciais ou totais, levando em consideracao sua efetividade na reduc&o do biofilme
(estudos in vivo e in vitro) e sua nao citotoxicidade (estudos in vitro). Além disso, em
estudo prévio®® também foi possivel observar que os sabonetes ndo causaram
alteracBes clinicamente significativas nas propriedades fisicas e mecanicas das
resinas para base e reembasamento de proteses, sendo, portanto, uma alternativa
simples, de baixo custo e facilmente encontrado em mercados e drogarias. Porém,

estudos a longo prazo deveriam ser realizados.

Este estudo teve como limitacGes a dificuldade de encontrar pacientes que
poderiam ser incluidos na pesquisa e a aceitacdo por parte dos voluntarios em
participar da mesma. Além disso, como se tratou de um estudo em que os voluntarios
levavam as solugbes para casa, nao tivemos controle da adequada utilizacdo de
acordo com as instrucdes oferecidas em diferentes formularios explicativos, tendo

sido excluidos do estudo os pacientes que relataram o uso incorreto das solucdes.
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7 CONCLUSAO

Com base nas condi¢des experimentais do presente estudo e suas limitagdes
e de acordo com a metodologia empregada, foi possivel concluir que:

1. As solucdes do sabonete Lifebuoy e do sabonete Dettol tiveram resultados
semelhantes e foram eficazes na reducéo do biofilme de Candida albicans e
Candida tropicallis, sendo mais eficazes na redugcdo de UFC no biofiime de
Candida albicans.
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Efetividade clinica de sabonetes liquidos desinfetantes no controle do biofilme presente em préteses
totais removiveis
Tipo do estudo:
Intervencdes
Titulo cientifico:
Efetividade clinica de sabonetes liquidos Clinical efficacy of liquid disinfectant soaps
desinfetantes no controle do biofilme for biofilm control in total removable
presente em proteses fotais removiveis dentures
Identificacdo do ensaio
Nimero do UTN: U1111-1212-2144
Titulo pablico:
Efetividade clinica de sabonetes liquidos Clinical efficacy of liquid disinfectant soaps
desinfetantes no controle do biofilme for biofilm control in total removable
presente em proteses totais removiveis dentures
&« C ® Nioseguro | www.ensaiosclinicos.gov.br/rg/view/6211/

Acrénimo cientifico:
Acronimo publico:
Identificadores secundarios:

Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr) da Universidade Estadual Paulista protocolo 681472 17.1.0000.5416

Orgao emissor: Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

Patrocinadores

Patrocinador primério: Faculdade de Odontologia de Araraguara

Patrocinadores secundarios:

Instituigdo: Faculdade de Odontologia de Araraquara

Fontes de apoio financeiro ou material:

icdo: Faculdade de O gia de q

Condigdes de saide

Condigdes de saide ou problemas:

Usuarios de Proteses totais superiores Complete denture wearers

removiveis
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Descritores gerais para as condigdes de satde:

C23: Condicdes patologicas, sinais e C23: Condiciones patologicas, signos y C23: Pathological conditions, signs and

sintomas sintomas symptoms

Descritores especificos para as condigdes de saide:

€05.500.480: Arcada Edéntula C€05.500.480: Arcada Edéntula €05.500.480: Jaw, Edentulous

E06.780.346.760.290.504: Protese Total E06.780.346.760.290.504: Denture,

Superior Completa Superior

E06.780.346.760.290.504: Dentadura
Complete, Upper

@ Nio seguro | www.ensaiosclinicos.gov.br/rg/view/6211/

Intervencdes

Categorias das intervencées

Other

Intervengoes:

A amostra (n=50) selecienados para a The sample (n = 50) selected for research

pesquisa de acorde com os critérios de according to the inclusion criteria will
inclusdo receberdo um kit contendo uma receive a kit containing a specific
escova especifica para proteses totai, uma toothbrush for totai prostheses, a traditional
escova dental tradicional de cerdas macias dental brush of soft bristles for oral cavity
para a higienizac8o da cavidade oral e um hygiene and a manipulated neutral soap.
sabdo neutro manipulado. Em seguida, os The patients will be recruited 1 month after

pacientes receberfo instrugBes verbais e the first censultation and will be randomized

escritas, devendo seguir o protocolo de
higienizacdo.Os pacientes selecionados
serdo recrutados apds 1 més da primeira
consulta e serdo randomizados
considerando uma sequéncia numeérica
aleatoria gerada por um programa de
computador, em quatro grupos.A_
Hipoclorito de Sodio: as proteses serdo

imersas em hipoclorito de sédio 0.5%

by considering a random numerical
zsequence generated by a computer
program in four groups. Sodium
nypochlorite: the prostheses will be
immersed in sodium hypochlorite 0.5%
{control group);

BE. Detiol Solution: the prostheses will be
immersed in Dettol liguid soap at the 10-

fold concentration found in the MIC
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computader, em quafro grupos.A.
Hipoclorito de Sodio: as proteses serdo
imersas em hipoclorito de sédio 0.5%
(grupo controle);

B. Solucio Dettol: as proteses serdo
imersas em sabonete liquido Dettol na
concentragio de 10 vezes encontradas no
CIM (0,39%);

C. Solugdo Lifebuoy: as proteses serdo
imersas em sabonete liquido Lifebuoy na
concentragio de 10 vezes encontradas no
CIM (0,78%);

D. Solugdo Salina: as proteses serio
imersas em solucdo salina (grupo controle
negativo).

Todos os participantes usardo cada solugdo
por sete dias em uma sequéncia aleatoria
(cross-over). Apds cada periodo de uso,
havera um periodo de lavagem de 1
semana durante o gual os pacientes
usario apenas a escova especifica e o
sabdo liqguido neutro para limpar suas
proteses dentarias, a fim de eliminar o

efeito residual do tratamento prévio.

@ Nio sequro \ www.ensaiosclinicos.gov.br/rg/view/6211/

Recrutamento

Situagdo de recrutamento: Recruiting

Pais de recrutamento

Brazil

Data prevista do primeiro recrutamento: 2018-03-10

Data prevista do dltimo recrutamento: 2018-12-10

Tamanho da amoestra alve:

50 -

Critérios de inclusdo:

Ter entre 45 e 80 anos: Ser usudrio de
protese total removivel superior; Mo
utilizar nenhum agente quimico de limpeza
em suas proteses durante o periodo da
pesguisa e ha 3 meses pelo menos;
Apresentar fluxo salivar normal com média
de 0,7 mL/minuto e no minimo 0,5
mL/minuio; Apresentar bom estado de
salide geral por pelo menos § meses; As

proteses totais deverdo estar em condicdes

Género para inclusio:

B. Dettol Selution: the prostheses will be
immersed in Dettol liquid soap at the 10-
fold concentration found in the MIC
(0.39%);

C. Lifebuoy selution: the prostheses will be
immersed in Lifebuoy liquid seap in the
concentration of 10 fimes found in the MIC
(0.78%);

D. Saline Solution: the prostheses will be
immersed in saline selution (negative
control group)

All participants will use each selution for
seven days in a random seguence (cross-
over). After each period of use, there will be
a 1week wash period during which patients
will use only the specific brush and neutral
liquid soap to clean their dentures in order
to eliminate the residual effect of the

previeus freatment.

45

Be between 45 and 80 years old; To be a
user of superior removable total dentures;
Do not use any chemical cleaning agent on
your dentures during the period of the
research and at least 3 months; Present
normal salivary flow with mean of 0.7 mL /
minute and at least 0.5 mL / minute; Show
good general health for at least 6 months;
The total dentures should be able to be

used (with stability, without fractures and

Idade minima para inclusio:

Idade maxima para inclusdo:

20
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salde geral por pelo menos 6 meses; As
proteses totais deverdo estar em condicdes
de uso (com estabilidade, sem fraturas e

sem a pi de material D

As proteses ndo deverdo apresentar mais

do que 5 anos.

Critérios de exclusdo:

Cuja pratese apreseniar problemas na
adaptacio, necessidade de
reembasamento. reparos & ou fraturas;
Com doencas infecciosas sistémicas
{hepatite, AIDS) ou locais; Que
apresentarem Candidose oral em qualguer
nivel de acordo com a classificacao de

Newten modificada; Com doencas graves e

The total dentures should be able to be
used (with stability, without fractures and
without the presence of repacking material);
The prosthesis should net be more than 5

years old

Whose prosthesis presents problems in the
adaptation, need of relining, repairs and or
fractures; With systemic infectious diseases
{hepatifis, AIDS) or local; That they present
oral Candidosis at any level according to
the modified Newten classification; With
serious and limiting diseases: In the

treatment of malignancies or who use

Em tr de lasias ou
que fazem uso de remedios
imunossupressores, antibidtico e/ou

antifiingico sistémicos nos trés meses

and / or anfifungal medicines in the three
months prior fo the study; With special
needs, physical disabilities, or with

manual dexterity; Smokers;

anteriores ao estudo; Com idad
especiais, deficiéncias fisicas, ou com
destreza manual comprometida; Fumantes;

Diabéticos.

Desenho do estudo:

Ensaio clinico randomizado controlado e

cruzado (crossover)

Programa de acesso Enfoque do
expandido estudo
None Prevention

Desfechos

Desfechos primarios:

Avaliar, em um estudo clinico controlado, a

das de

liquidos desinfetantes (Dettol e Lifebuoy)
no controle do biofilme presente em

proteses totais removiveis

Diabetics.
and
clinical trial
Desenho da Nimero de Tipo de
intervengao bracos mascaramento
Cross-over 4 Double-blind

To evaluate. in a controlled clinical study,
the effectiveness of solutions of liquid
disinfectant soaps (Dettol and Lifebuoy) in
the control of biofilm present in total

removable dentures

Tipo de
alocacao

Randomiz:
controlled

Fase do
estudo

NA

w
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Contatos
Contatos para questdes publicas

Home completo: Janaina Habib Jorge
Endereco: Rua Humaitd, 1680
Cidade: Araraguara / Brazil

CEP: 14301-903

Fone: (16) 3301-6300

E-mail: janainahj@bol.com.br

Filiagdo: Faculdade de Odontologia de Araraquara

Contatos para questdes cientificas

Home completo: Janaina Habib Jorge
Enderego: Rua Humaitd, 1630
Cidade: Araraquara / Brazil

CEP: 14301-903

Fone: (16) 3301-6300

E-mail: janainahj@bol.com.br

Filiagde: Faculdade de Odontologia de Araraguara
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ANEXO B — Aprovacéio do Comité de Etica em Pesquisa — CEP da Instituicdo

UNESP - FACULDADE DE
ODONTOLOGIA - CAMPUS %M‘w“"‘“
ARARAQUARA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADO S DO PROJETO DE PESGQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo clinice da efetividade de sabonetes |liguidos desinfetantes no controle do
bicfilme presente em proteses totais.

Pesquisador: Janaina Habib Jorge

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 83147217.1.0000.5418

Instituigao Proponente: Faculdade de Odontologia de Araraguara - UMESP
Patrocinador Principal: Financiamenta Propno

DADO S DO PARECER

Nuomero do Parecer: 2.113.848

Apresentagao do Projeto:

O presente projeto trata em avaliar a efetividade de sabonetes liquidos desinfetantes sobre bicfilmes
formados em protese total. Para isto sera realizado esfregapo com swab para coleta de biofilme da
superficie de uma hemiarcada da protese. Em, seguida sera reslizado o protocele de desinfecgdo extra bucal
com tres tipos sabonetes dasinfetantes durante 20 min e reslizada nova coleta de outrs hemiarcads. serdo
reglizades diluicdo decimal e plagueamento para contagem de microrganimos. Apos 8 segunda coleta as
proteses serac escovadas e desinfetadas antes de entrege-las aos pacientes.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar, clinicamente, a efetividede de solugdes de sabonetes liquidos desinfetantes no controle do biofilme
presentes em proteses totais.
Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos: Os riscos de pesquisa serdo minimos, uma vez que a coleta do biofime sera realizads apenas nas
priteses dos pacientes & néo no pelato. Apos a desinfecgio das proteses, para minimizar o risco de
componente residual, apos 8 coleta do bicfilme, as proteses serdo higienizadas pelo método mecanico de

escovapdo & sabo liguido neutro e devolvidas aos participantes.

Endareqo:  HUMAITA 1630

Balrmo: CEMTRO CEP: {4 801-003
UF: 5p Munlciplo:  ARARACIUIARA
Telefome: | 16)3%01-5454 Emall: capdftoar unasp br
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Beneficios: O prasents trabalhe trard informacdes sobre a eficicia de sabonetes liguidos desinfetantes no
controle do biofilme de préteses lotals, colaberande para o determinagis de um pretocelo de desinfecglio de
balse custs & mals scassival am comparagio & viros protocsles pri-astabalacidas, E impertants ressaltar
fuie nenhum asiudo com o8 mesmaos propositos fai encantrads na lilerature, Além disse, os resuliados da
prasante proposts

trardio infermagdes relevantes as gquals pessibilitario a realizagio de astudos clinleos futures & respeito de
madidas condjuvanies pars o tratamente das infecgdes fingicas relscionadas so use de proteses. Apds a
obtengio dos resultados. serd desenvaolvide um plane pars difusie de pasguise, constitulde de semindries,
avenios, formagio da grupos de

astudo com alunos da gradusglc e/ou pés-graduscio @ artigos clentificos a serem encaminhades para &
publicaghic am periddices internacicnals com bom fator de impacte. Desenvelver um interedmblo com
pesquisadores que quairam atuar nos temas relacionados o esse linha de pesguiss, Deve-se aorescentar
ainda que o desenvelvimento deste projete coniribuird pars & formagio de recurses humancs mals
quallficades & captapic de recursos em outres ﬁrrginl de Fomaenio

Comentirios & Consideragbes sobre a Pesquisa:

Pesguise bem delineads & com fase experimental utilizands as resines das proteses toleis jo realizeds &
com resulledos scbra a8 consequancias deates sabonatas guldos na eatruture de protese, mostrands sem
altaracac. Trars mudos beneflcios por sa rater um protoccls de baixs custo & sossalvel & malor pare dos
paclenbes

Consideragbes sobre os Termos de apresentagiio obrigatéria;
Todos termes & documentaglio corretos @ de acordo com & nermas

Conglusdes ou Pendéncias & Lista de Inadequagdes:
Todas as soliciagdes foram devidarmente stendidas,

Consideragies Finais a eritério do CEP;
Atendidas pendéncins de reunifio, considers AFPROVADOD o protocals,
O pasquisador deverd encaminhar rélatdrios parcinis o cada 01 (um) ano até o prazo final da pesquisa,

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

ERgrego:  HURMAITA 1640

Balrro: CENTRO CEPF: 14801000

UF: 5p MURIGIRIE:  ARARACLIARS

Telofane. 490104040 E-mall;  cappioar unang br
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Assentimento / 13:58:13
Justificativa de
Auséncia
Declaracdo de Termodecompromisso. pdf 0B/06/2017 |Jansina Habib Jorge | Aceito
Pesquisadores 18:35:40
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Imstituigac & 16:35:20
nfraesinturs
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Brochura 16:28:55
igador
Folha de Rosto folhaderosto.pdf 0B/06/201T |Janaina Habib Jorge | Aceito
18:28:33
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciagio da CONEP:
Méo
ARARACQUARA, 12 de Junho de 2017
Assinado por:
Ligia Antunes Pereira Pinelli
{Coordenador)
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ANEXO C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Por esse instrumenta narticular declaro, para os fins éticos e legais, que eu,

(nome) 2
(nacionalidade) , portador do RG n. ,
C:PF: 1. residente

, na cidade de
, Estado de , concordo voluntariamente em participar da
pesquisa “Estudo clinico da efetividude de sabonetes liquidos desinfetantes no controle do
biofilme presente em proteses totais”, sob responsabilidade da cirurgid-dentista Janaina Habib
Jorge e de sua orientada, o cirurgido-dentista Camilla Olga Tasso, que realizard a pesquisa.
Declaro que tomei ciéncia ¢ que fui esclarecido de maneira a ndo restarem quaisquer davidas
sobre a minha participagdo no estudo, de acordo com os termos abaixo relacionados:

I- Fui esclarecido que esse estudo tem por objetivo avaliar os efeitos de métodos de desintecgdo
das proteses na tentativa de eliminar alguns fungos que estdo presentes nas mesmas. Para tanto,
serei submetido a um exame clinico que possibilitard constatar se possuo algum problema na
mucosa para saber se poderei participar da pesquisa.

2- Fui devidamente esclarecido sobre por que e como a minha protese serd avaliada e submetida
a0 processo de desinfecgdo. Minha prétese permanecera em solugdo desinfetante por apenas 20
minutos. Apos a colcta da placa bacteriana, a protese sera higienizada pelo método de escovagio
com sabdo liquido neutro para depois ser entregue de volta para mim.

3- Estou ciente de que, se algum problema for detectado, serei encaminhado para tratamentos nas
diferentes clinicas especializadas da Faculdade de Odontologia de Araraquara.

4- Estou ciente também que os fungos presentes na minha prétese serdo coletados ¢ que serao
utilizados apenas para esse estudo.

5- Fui esclarecido que os pacientes participantes desta pesquisa ndo serdio prejudicados em
nenhum momento com relagdo ao processo de desinfec¢io das proteses. A desinfec¢io nio
causara alteragio de cor ou gosto ruim nas protescs.

6- Estou ciente de que, durante os exames da minha boca, o dentista estara protegido por meio da
utilizagio de luvas descartaveis, mascara, gorro ¢ 6Oculos, e todo o instrumental clinico sera
esterilizado em vapor.

7- Estou ciente que serei esclarecido sobre quaisquer dividas relacionadas & metodologia ¢ que
possuo plena liberdade para desistir da referida pesquisa, retirando meu consentimento a qualquer
momento, sem solrer nenhuma penalizagio.



9. Estou ciente que os riscos da pesquisa serdo minimos, uma vez que a coleta da placa bacteriana
serd realizada apenas nas proteses. Apos a desinfecgdo das proteses, para minimizar o risco de
componente residual, ap6s a coleta, as proteses serdo higienizadas pelo método de escovagio com
sabdo liquido neutro. Também estou ciente de que a presente pesquisa trara informagdes sobre a
eficicia de sabonetes liquidos desinfetantes no controle da placa de proteses totais, colaborando
para a determinagdo de um protocolo de desinfecgdo de baixo custo.

10. Fui esclarecido de que ndo terei nenhum custo para participar da pesquisa ¢ estou ciente que
terei direito ao ressarcimento de gastos quando solicitado.

11. Caso haja qualquer problema com minha protese durante minha participagio na pesquisa,
terei plena liberdade de contatar o pesquisador responsavel, Janaina Habib Jorge, pelo telefone
3301-6550.

12. Além disso, estou ciente que possuo plena liberdade de consultar o Comité de Etica em
Pesquisa, para qualquer informagdo adicional em relagio & pesquisa da qual participo, pelo
telefone 3301-6432.

13. Fui informado de que receberei uma via datada e assinada desse documento.

Desta forma, uma vez tendo lido e entendido tais esclarecimentos, dato ¢ assino esse
termo de consentimento, por estar de pleno acordo com o teor do mesmo.

ATaraquarg, .... de c.coiveieeeeseasarssnssnsasss de 20...

Assinatura do paciente Pesquisadora responsavel
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N&o autorizo a publicacdo deste trabalho pelo prazo de 2 anos

(Direitos de publicacao reservados ao autor)

Araraquara, 01 de marcgo de 2019.

Camilla Olga Tasso



