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SALLES, M.M. Eficacia da acdo antimicrobiana de solu¢cdes quimicas -
hipoclorito alcalino e mamona (Ricinus communis) — frente a micro-
organismos especificos. Ribeirdao Preto, 2013. 175p. Dissertacdo (Mestrado em
Reabilitagdo Oral). Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de
Sao Paulo.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar, por meio de estudo laboratorial e clinico, a
eficacia de solugdes de hipoclorito alcalino (0,25% e 0,5%) e a base de mamona
(Ricinus communis) a 10% quanto a agao antimicrobiana frente a micro-organismos
especificos, por meio da contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFC). No
estudo laboratorial, a partir de matrizes metélicas quadrangulares (10 x 2 mm), foram
confeccionados 360 corpos de prova de resina acrilica termopolimerizavel (Lucitone
550), os quais foram esterilizados em micro-ondas (650W, por 6 minutos),
contaminados com cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Candida albicans, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Streptococcus mutans,
Enterococcus faecalis e Candida glabrata e imersos (20 minutos) em solugdes
higienizadoras (n=10): Grupo A - Hipoclorito de sddio 0,25%; Grupo B - Hipoclorito
de sadio 0,5%; Grupo C - Solugdo de mamona a 10%; Grupo D (Controle positivo) -
solugdo salina e Grupo E (Controle negativo) - sem contaminagdo e imerso em
solugado salina (n=5). Em seguida, foram lavados em solugdo salina e imersos em
meio de cultura liquido (Letheen), a partir do qual foram obtidas diluigbes seriadas
(100 e 10'3), as quais foram semeadas em meios de cultura especificos. Apos
incubacgéo a 37°C por 24 horas, as colénias foram contadas e os valores de UFC/mL
calculados. No estudo clinico, 64 pacientes, usuarios de proteses totais, foram
orientados a escovar suas préteses (escova Bitufo® e sabonete liquido neutro) trés
vezes ao dia e imergi-las (20 minutos), uma vez ao dia, em solugdes: Solugédo 1 -
Hipoclorito de sédio 0,25%; Solugcdo 2 - Hipoclorito de sédio 0,5%; Solucédo 3 -
Solugdo de mamona a 10% e Solugéo 4 - solugao salina (controle). De acordo com
uma sequéncia aleatorizada, cada solugao foi utilizada por 7 dias, com um periodo
de wash out entre elas. A avaliagcdo da ag¢ao antimicrobiana foi realizada antes do
uso dos produtos (Baseline) e apds os 7 dias de uso de cada uma das solugdes, por
meio da contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de Streptococcus
mutans, Candida spp. e gram negativos. Para colheita do biofilme, cada prétese total
superior foi colocada em placa de Petri e a superficie interna escovada (escova Tek



e solugao salina) por 2 minutos, sendo a suspensao transferida para tubo de ensaio.
Apos diluicdes decimais (10° até 103), aliquotas de 50 pL foram semeadas em
placas de Petri contendo Mitis Salivarius Agar Base, Chromagar® Candida e Mac
Conkey Agar para a detecgdo de Streptococcus mutans, Candida spp. ou gram
negativo, respectivamente. Apds incubacao a 37°C (em microaerofilia durante 48—72
horas para grupo mutans e aerobiose durante 48 horas para Candida spp. e gram
negativo), de acordo com morfologia tipica, o numero de colénias caracteristicas foi
mensurado e o numero de UFC/mL calculado. Os dados obtidos foram
transformados de acordo com a férmula log10 (UFC+1) e analisados
estatisticamente por meio do teste t de Student (a=0,05), para a analise laboratorial,
e teste de Friedman (a=0,05), para a analise clinica. Os resultados mostraram que,
no estudo laboratorial, as solugbes de hipoclorito de sodio (0,25% e 0,5%)
eliminaram completamente todos os micro-organismos. A solugdo de mamona
eliminou completamente B. subtilis, ndo apresentou efeito sobre E. faecalis e
apresentou acao antimicrobiana moderada frente as demais cepas, havendo
reducéo significante (p < 0,05) do numero de UFC quando comparado com o grupo
D (controle positivo). No estudo clinico, houve diferenga significante entre as
solugdes (P < 0,001), sendo que o hipoclorito de sodio a 0,5% apresentou acgéo
efetiva sobre todos os micro-organismos avaliados (Candida spp., S. mutans e gram
negativos); o hipoclorito de sédio 0,25%, acao efetiva sobre S. mutans e moderada
sobre Candida spp. e gram negativos, e a solugdo de mamona, agao efetiva sobre
S. mutans e moderada contra Candida spp. A espécie de Candida mais
frequentemente isolada foi C. albicans, seguida pelas espécies C. tropicalis e C.
glabrata. Concluiu-se que a solucéo de hipoclorito de sodio 0,5% foi a mais efetiva,
apresentando agao antimicrobiana sobre ambos os biofilmes (in vitro e in vivo),
seguida pela solugédo de hipoclorito de sodio 0,25% que apresentou agéo
antimicrobiana sobre o biofilme in vitro e sobre S. mutans (biofilme in vivo). A
solugdo de mamona (10%) foi a menos efetiva, apresentando agao antimicrobiana
sobre B. subtilis (biofilme in vitro) e S. mutans (biofilme in vivo).

Palavras-chave: biofilmes, higienizadores de dentadura, hipoclorito de sdédio,

Ricinus communis, protese total.
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SALLES, M.M. Efficacy of antimicrobial action of chemical solutions — alkaline
hypochlorite and castor oil (Ricinus communis) — against specific
microorganisms. Ribeirdo Preto, 2013. 175p. Dissertation (Master's Degree in Oral

Rehabilitation). Ribeirdo Preto School of Dentistry, University of Sdo Paulo, Brazil.

ABSTRACT
The objective of this study was to evaluate, through laboratory and clinical study, the
efficacy of alkaline hypochlorite solutions (0.25% and 0.5%) and 10% castor oil
solution (Ricinus communis) about the antimicrobial action against specific
microorganisms, by counting the number of Colony Forming Units (CFU). In the
laboratory study, 360 denture base acrylic resin specimens (Lucitone 550) were
obtained from square metal matrix (10 mm x 2 mm), which were sterilized with
microwave (650W, for 6 minutes), contaminated with Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis and Candida glabrata and immersed
(20 minutes) in the hygiene solutions (n = 10): Group A - 0.25% Sodium
Hypochlorite; Group - B - 0.5% Sodium hypochlorite; Group C — 10% Castor oll
solution; Group D (Positive Control) - saline and Group E (Negative Control) - no
contamination and immersed in saline (n = 5). The specimens were washed in saline
solution and immersed in liquid culture medium (Letheen), from which were obtained
serial dilutions (10° to 10%) and seeded into specific solid media. After incubation at
37° C for 24 hours, the colonies were counted and the values of CFU/mL calculated.
In the clinical study, 64 complete denture wearers were instructed to brush their
dentures (Bitufo ® brush and liquid neutral soap) three times a day and to soak them
(20 minutes), once a day, in the solutions: Solution 1 — 0.25% Sodium Hypochlorite;
Solution 2 - 0.5% Sodium hypochlorite; Solution 3 — 10% Castor oil and Solution 4 -
saline (control). According to a randomized sequence, each solution was used for 7
days, with a period of wash out between them. The evaluation of the antimicrobial
action was performed before the use of the products (Baseline) and after 7 days
using each solution, by counting the Colony Forming Units (CFU) of Streptococcus
mutans, Candida spp. and gram negative. For collection the biofilm, each upper
complete denture was placed in a Petri dish, the internal surface was brushed with
saline solution for 2 minutes and the suspension was transferred to a test tube. After

decimal dilutions (10° to 107), aliquots of 50 uL were seeded inside Petri dishes



containing Mitis Salivarius Agar Base, Candida Chromagar ® and Mac Conkey Agar
for the detection of Streptococcus mutans, Candida spp. or gram negative,
respectively. After incubation at 37° C (in microaerophilic conditions for 48-72 hours
for mutans and aerobiosis for 48 hours for Candida spp. and gram negative), in
accordance with characteristic morphology, the number of characteristic colonies was
counted and the number of CFU/mL calculated. Data were processed following
transformation into the formula log10 (CFU +1) and statistically analyzed using the
Student t test (a = 0.05) for laboratory analysis, and Friedman test (a = 0.05), for
clinical analysis. The results showed that, in the laboratory study, sodium
hypochlorite (0.25% and 0.5%) eliminated completely all microorganisms. The Castor
oil solution eliminated B. subtilis, had no effect on E. faecalis and showed moderate
antimicrobial activity against other strains, with a significant reduction (p < 0.05) in
the number of CFU compared with group D (positive control). In the clinical study,
there was significant difference between the solutions (P < 0.001), and 0.5% sodium
hypochlorite had effective action on all evaluated microorganisms (Candida spp., S.
mutans and gram negative); 0.25% sodium hypochlorite had effective action on S.
mutans and moderate on Candida spp. and gram negative, and the castor oil solution
had effective action on S. mutans and moderate against Candida spp. The Candida
species most often isolated was C. albicans, followed by the species C. tropicalis and
C. glabrata. It was concluded that the solution of 0.5% sodium hypochlorite was the
most effective presenting antimicrobial action on both biofilms (in vitro and in vivo),
followed by 0.25% sodium hypochlorite solution that showed antimicrobial activity on
biofilms in vitro and on S. mutans (biofilm in vivo). The 10% castor oil was less
effective, with antimicrobial action on Bacillus subtilis (biofilm in vitro) and S. mutans

(biofilm in vivo).

Keywords: biofilms, denture cleansers, sodium hypochlorite, Ricinus communis,

complete denture.
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1. INTRODUCAO

O numero de idosos vem crescendo mundialmente (Moreira et al., 2005;
Guiglia et al.,, 2010) e, apesar dos avangcos da odontologia preventiva, o
envelhecimento populacional associa-se a uma alta experiéncia de carie e,
consequentemente, uma alta prevaléncia do edentulismo total em muitos paises
(Shay, 2000). No Brasil, temos um grande numero de desdentados e usuarios de
proteses totais, fato decorrente da falta de assisténcia bucal satisfatoria a pessoas
de idade avangada (Moreira et al., 2005). A protese total consiste em tratamento
reabilitador amplamente utilizado, porém, para que ela cumpra com seu objetivo
(funcional e estético), sdo necessarios cuidados de higienizagdo e manutengédo do
aparelho protético, condutas rotineiramente negligenciadas por parte dos usuarios
(Dikbas; Koksal; Calikkocaoglu, 2006; Catéo et al., 2007; Peracini et al., 2010). O
paciente tem a responsabilidade de manter a higiene oral em boas condi¢cdes e o
profissional deve motivar e instruir o paciente sobre a higiene protética e os cuidados
bucais, orientando-o a promover um efetivo controle do biofiime por meio dos
métodos adequados (Shay, 2000; Martins et al., 2004; De Visschere et al., 2006).

A saude oral de usuarios de préteses totais ainda é precaria (Budtz-Jgrgensen
et al., 2000; Kulak-Ozkan; Kazazoglu; Arikan, 2002; Coelho; Souza; Daré, 2004;
Marchini et al., 2004, 2006; Peracini et al., 2010). A ma higiene esta associada a
falta de orientacdo adequada (Hoad-Reddick; Grant; Griffiths, 1990; Dikbas; Koksal;
Calikkocaoglu, 2006; Silva-Lovato et al., 2006), as caracteristicas anatdmicas das
préteses (Shay, 2000), a diminuicdo da destreza manual dos pacientes (Dills et al.,
1988; Murtomaa; Meurman, 1992; Kulak-Ozkan et al., 2002), a ineficacia dos
produtos para limpeza das proteses (Budtz-Jergensen, 1979; Augsburger; Elahi,
1982; Council on Dental Materials, Instruments and Equipment, 1983; Jagger;
Harrison, 1995) e ainda, a falta de materiais especificos para higiene de préteses no
mercado brasileiro (Silva-Lovato et al., 2006).

Uma higienizagdo precaria pode contribuir para deposicdo de biofime e
calculo, bem como para a ocorréncia de halitose e mudancas inflamatérias na
mucosa oral, merecendo destaque a Candidiase Atrdfica Cronica (Estomatite
Protética ou Estomatite de Dentadura), que se caracteriza pela presenca de area
eritematosa na mucosa que mantém contato com a protese (Arendorf; Walker, 1987;

Barbeau et al, 2003; Coelho; Souza; Daré, 2004). Embora a etiologia seja
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considerada multifatorial, o biofilme protético contribui para a ocorréncia da doencga,
uma vez que existe estreita relacdo entre a presenga do biofiime, inflamacao da
mucosa e ocorréncia da Estomatite Protética (Budtz-Jergensen; Bertram, 1970;
Nikawa; Hamada; Yamamoto, 1998; Akpan; Morgan, 2002; Barbeau et al., 2003;
Grimoud et al., 2005; Kanli; Demirel; Senzgin, 2005; Webb; Thomas; Whittle, 2005),
sendo a infec¢ao por Candida sp., especialmente C. albicans considerada o principal
fator etiolégico.

O produto ideal para a higienizagdo das proteses deve ser de facil manuseio;
efetivo na remocgéo dos depdsitos orgénicos, inorganicos e manchas; bactericida e
fungicida; ndo téxico ao paciente; ndo deletério aos materiais constituintes do
aparelho protético e de baixo custo (Budtz-Jargensen, 1979; Abelson, 1985; Jagger;
Harrison, 1995; Felton et al., 2011). Varios agentes sao indicados para a remogéao do
biofiime, sendo classificados, de uma forma geral, em mecénicos, quimicos e
associados (Budtz-dgrgensen, 1979; Jagger; Harrison, 1995; Shay, 2000; Souza et
al., 2009). A desinfecgdo por energia de micro-ondas tem sido indicada como
meétodo fisico de higiene de préteses totais (Neppelenbroek et al., 2003; Campanha
et al., 2005; Neppelenbroek, 2005).

Os métodos quimicos sdo classificados, de acordo com sua composicao e
mecanismo de acdo, em hipocloritos alcalinos, peréxidos alcalinos, peréxidos
neutros com enzimas, acidos, drogas brutas, detergentes e enxaguatoérios bucais
(Nikawa et al., 1999). Tais produtos, quando utilizados como higienizadores de
prétese, a excegdo dos acidos, sdo empregados por meio da imersao, geralmente
por 8 horas (Abere, 1979), denominada imer&o noturna, ou por 20 minutos (Jagger;
Harrison, 1995), denominada imersédo curta. Esses produtos, geralmente, contém
agentes antimicrobianos, como o hipoclorito de sédio e enxaguatorios, ou agentes
oxidantes, como os peroxidos (Dills et al., 1988), ou mesmo enzimas (Nakamoto;
Tamamoto; Hamada, 1991), como os peroxidos neutros com enzimas. S&o
considerados uma alternativa viavel para usuarios de préteses que necessitam de
medidas auxiliares para higienizagdo (Keng; Lim, 1996; Gornitsky et al., 2002),
podendo ser empregados de forma isolada ou associados a métodos mecanicos de
limpeza, como a escovagao, sendo esta ultima opgao rotineiramente recomendada
(Dills et al., 1988; Chan et al., 1991; Nikawa et al., 1999; Shay, 2000; Cat&o et al.,
2007; Paranhos et al., 2007a,b). Apresentam vantagens de efetividade de limpeza,

auséncia de abrasao e simplicidade de uso (Abere, 1979; Felton et al., 2011). Como
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principais desvantagens, podem ser citadas a possibilidade de clareamento da
resina acrilica, a corrosao de componentes metalicos e o alto custo dos produtos no
mercado (Abere, 1979; Council on Dental Materials, Instruments and Equipment,
1983; Abelson, 1985; Robinson; McCabe; Storer, 1985; McNeme; Von Gonten;
Woolsey, 1991; Unlii; Altay; Sahmali, 1996; Paranhos et al., 2009a; Davi et al.,
2010).

Os hipocloritos alcalinos tém sido sugeridos como método efetivo de higiene
(Moore; Smith; Kenny, 1984; Kulak et al., 1997), uma vez que atuam na matriz
organica dos depdsitos (Abere, 1979; Budtz-Jergensen, 1979); constituem-se em
agentes bactericidas e fungicidas, bem como clareadores de manchas (Budtz-
Jagrgensen, 1979; Abelson, 1985; Webb et al., 1995). Aléem do gosto desagradavel, a
grande desvantagem desse produto € que, dependendo da concentragdo e do
tempo de imersdo empregados, podem provocar danos aos materiais constituintes
do aparelho protético, como clareamento da resina acrilica (MacCallum et al., 1968;
Robinson; McCabe; Storer, 1987; Ma; Johnson; Gordon, 1997) e manchamento e
corrosdo de componentes metdlicos (Backenstone; Wells, 1977; McGowan;
Shimoda; Woolsey, 1988; McNeme; Von Gonten; Woolsey, 1991; Lacerda, 1998;
Felipucci et al, 2011a,b). Estudos relatam a agao antimicrobiana do hipoclorito de
sédio (Rudd et al., 1984; Bell et al., 1989; Chau et al., 1995; Garcia Junior, 2002;
Pavarina et al., 2003; Webb et al., 2005; Silva et al., 2008; Orsi et al., 2011), porém
ha divergéncias quanto as concentragcdes e periodos de imersdao empregados,
sendo importante a avaliacdo da acdo antimicrobiana quando indicados como
higienizadores diarios de préteses totais, onde a concentragdo, bem como o tempo e
periodo de imersao devem ser considerados.

A recomendagao do uso do hipoclorito de sédio na forma diluida (solugbes
alvejantes domésticas) para higienizagdo de proteses acrilicas € comum (Jagger;
Harrison, 1995; Nikawa et al., 1999; Shay, 2000; Barnabé et al., 2004), uma vez que
refere-se a solucdo de baixo custo e acessivel aos usuarios de proteses totais. Tem
sido sugerido que a imersao noturna consiste em um método efetivo na higienizagao
de préteses (Abere, 1979; Budtz-dgrgensen, 1979; Basson; Quick; Thomas, 1992;
Lacerda, 1998), sendo preconizada a retirada da protese durante o periodo do sono
e imersdao em tais solucdes, pois existe uma correlagcdo entre o uso continuo da
prétese total e lesbes dos tecidos subjacentes (Arendorf, Walker, 1987; Hoad-
Reddick; Grant; Griffits, 1987; Lombardi; Budtz-dgrgensen, 1993; Nevalainen; Narhi;



38 | Introducio

Ainamo, 1997; Webb et al., 1998). Porém, os usuarios de proéteses totais relutam em
seguir essa recomendacgao, sendo importante que o higienizador apresente
efetividade em tempo reduzido de imers&o (Felton et al., 2011).

Existem poucos estudos clinicos controlados randomizados envolvendo o
hipoclorito de sddio (Souza et al., 2009). Andrade (2011) mostrou efetividade do
hipoclorito alcalino em concentracdo de 1% com imersdes de 20 minutos e Peracini
(2012), em concentracdo de 0,5% com imersbes de 8 horas (overnight). Tais
estudos analisaram a propriedade de remocao do biofiime sobre superficies de
préteses totais e indicaram resultados promissores, porém em ambos os estudos, a
agao antimicrobiana dos produtos nao foi avaliada. Um fator a ser apontado, refere-
se a possibilidade de efeitos adversos a resina acrilica, uma vez que os estudos
mostram a ocorréncia de alteracdes nas propriedades de cor, resisténcia a flexao e
rugosidade superficial, dependendo da concentragédo e do tempo de uso da solugao
(Hong et al., 2009; Paranhos et al., 2009a; Davi et al., 2010; Peracini, 2012). Sendo
assim, uma avaliagao da agao antimicrobiana de tais solugdes , quando empregadas
em imersdes curtas e em concentracdes que nao causem efeitos adversos a resina
acrilica, faz-se importante.

Para a preservagcédo da saude geral e oral dos pacientes, assim como para a
manutengao dos aparelhos protéticos, € necessario o continuo aprimoramento dos
métodos de higiene ja existentes, como também a analise de novas formulagdes,
que apresentem custo acessivel, eficacia e que ndo causem danos aos materiais
constituintes da prétese. A mamoneira (Ricinus communis) € uma planta de origem
tropical, e é considerada uma oleaginosa de alto valor econémico em razédo de suas
inumeras possibilidades de aplicacdo na area industrial. A semente apresenta
aproveitamento integral, obtendo-se como produto principal o 6leo, estavel sob
variadas condi¢gdes de pressdo e temperatura (Costa et al., 2004). O &cido
ricinoleico € o principal componente do 6leo da mamona, sendo possivel sua
utilizacdo na produgédo de drogas farmacéuticas, tintas, desinfetantes germicidas,
nailon, biodiesel e matéria plastica (Costa et al., 2004; Oliveira et al., 2005). Na area
médica, vem sendo estudado o polimero derivado do dleo de Ricinus communis,
devido a sua biocompatibilidade com os tecidos vivos, nos casos de necessidade de
reconstrucdo éssea em pacientes vitimas de fraturas e tumores (Mastrantonio;
Ramalho, 2003). Na area odontoldgica, devido a sua biocompatibilidade e atividade

anti-inflamatéria, bem como potencial bactericida e fungicida (Ferreira et al., 1999;
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Ito et al., 1999), houve avango em pesquisas, nas areas de endodontia e
periodontia, com o surgimento de formulag¢des especificas, o Endoquil, usado como
solucéo irrigadora de canais radiculares em endodontia e Perioquil, aplicado como
enxaguatorio bucal na periodontia (Siqueira, 2005). Essa solugéo tem caracteristicas
que torna possivel seu uso na higienizagado de proteses totais, pois apresenta agéo
detergente potente e agdo antimicrobiana, além de n&o apresentar cor e também
odor desagradaveis (Pisani et al., 2010). A planta Ricinus communis é produzida em
varios paises, inclusive no Brasil, sendo possivel, no futuro, a comercializagcao da
solucao e disponibilizacdo aos usuarios de proteses totais. Além disso, por ser um
método quimico de imersdo, tem como vantagem a simplicidade de uso, bem como
a possibilidade de uso como método coadjuvante da escovacgéo.

A manutengao dos aparelhos protéticos em bom estado de higiene continua
sendo um desafio tanto para os pacientes, como para os profissionais cirurgides-
dentistas. Em relacdo aos higienizadores, um requisito importante refere-se a sua
efetividade frente ao controle do biofilme. Esse requisito deve ser preenchido
levando-se em consideragdo nao somente as caracteristicas intrinsecas do material,
mas também o individuo que faz uso de tal produto, o paciente idoso. Em relacéo a
efetividade, é importante destacar a acdo antimicrobiana do produto, a qual pode ser
melhor alcangada com o uso do método combinado de higiene, ou seja, da
associagao de um método mecanico com um quimico (Paranhos et al., 2007a,b;
Souza et al.,, 2009; Felton et al., 2011). Tal efeito sinérgico & particularmente
relevante para aqueles pacientes que apresentam diminuigdo da acuidade visual e
dextreza manual.

Um ponto importante a ser destacado é que a efetividade de um método de
higienizagcdo deve ser avaliada por meio de testes clinicos e laboratoriais (Nikawa et
al.,1999). Sendo assim, uma avaliacdo de ambos os produtos, hipoclorito de sédio e
solugdo de mamona, considerando parametros microbiologicos, faz-se importante,
sendo essencial que essa analise seja realizada em ambos os biofilmes (in vitro e in
vivo) e frente a micro-organismos patogénicos comumente presentes na microbiota
bucal (André et al., 2011) e considerados indicadores na avaliagao da efetividade de

um meétodo de desinfecgao ou esterilizagdo (Cole; Robinson, 1996).
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2. RevisAo beE LITERATURA

Os meétodos quimicos de higiene podem ser utilizados na desinfeccdo dos
materiais de base da proétese, tratamento de infecgdes por Candida albicans, e como
solugdo de imersao para limpeza das proteses (Kwok; Ralph, 1984). Trabalhos
relacionados a eficacia de tais agentes sobre o biofilme de proteses totais tém sido
relatados, mas n&o ha na literatura um consenso de qual o produto quimico é o mais

adequado.

2.1. Hipoclorito alcalino

Em relacdo a propriedade de remogao de biofilme e agdo antimicrobiana do
hipoclorito de sddio, sdo apresentados estudos laboratoriais (in vitro) e clinicos (in
Vvivo).

Augsburger e Elahi (1982) compararam clinicamente a eficacia de agentes de
imerséo, a base de perdxido alcalino: Denalan, Efferdent, Polident e Kleenite e um a
base de hipoclorito alcalino (Mersene). Cento e dez usuarios de proteses totais
participaram do estudo, sendo orientados a nao higienizar suas préteses por um
periodo de 24 horas previamente ao estudo. Decorrido este periodo, os voluntarios
foram orientados a imergir suas proteses, por 10 minutos, na solugao
correspondente ao grupo para o qual foram alocados. Para a quantificacdo do
acumulo de biofime e manchas, as préoteses foram divididas visualmente em
quadrantes (quatro para a superficie vestibular e quatro para a superficie interna), as
quais foram avaliados por escores. Os resultados mostraram que um periodo de 10
minutos nao foi suficiente para uma remocdo eficaz do biofilme e que,
consequentemente, um periodo de imersdo mais longo seria recomendado em
conjunto com uma escovagao mecanica. Dos agentes testados, o Mersene e o
Kleenite foram os que obtiveram os melhores resultados, tanto para a remogao de
manchas, como para a remogao de biofilme.

Ghalichebaf, Graser e Zander (1982) avaliaram a eficacia de perdxidos
(Polidente e Efferdent) e hipocloritos alcalinos (Mersene e Clorox-Calgon) na
remogao do biofilme de préteses totais. Trés métodos de quantificagdo de biofilme

foram utilizados: “Método da proteina”, “Fotografico” e “Histologico”. Em cada um
dos métodos, quinze usuarios de préteses totais utilizaram cinco intervengdes de

maneira randomizada (um controle e quatro produtos). Uma cavidade de 1cm? foi
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confeccionada na regidao de tuberosidade das préteses e um espécime de resina
acrilica foi inserido nessa cavidade. Apds a utilizacgdo de um dos produtos, o
espécime de resina era removido para a medi¢gao de biofilme e um novo espécime
era inserido na cavidade de cada uma das proteses, para que o paciente utilizasse
outra intervencdo. Na intervencdo controle, a protese era escovada com pasta
Vickers, colocada num béquer contendo hidréxido de sédio (NaOH) e submetida a
vibragao ultrassonica por 10 minutos; o espécime de resina era colocado num tubo
de ensaio contendo a mesma solucao e era imerso pelo mesmo periodo de tempo.
Nas intervengdes experimentais, os produtos eram utilizados por 15 minutos e os
procedimentos posteriores eram semelhantes aos do controle. Decorrido o tempo de
imersao, as proteses eram removidas e o béquer, bem como o tubo contendo o
espécime, eram congelados. No método de “medigcdo da proteina”, os tubos
contendo o0 espécime eram descongelados, um mililitro de uma solugéo
desconhecida era pipetado nos tubos e reagentes eram adicionados. Os tubos eram
entdo colocados num recipiente com janelas 6pticas que permitiam a transmissao de
luz; com um auxilio de um espectofotdmetro, o calculo da densidade 6ptica versus a
concentragdo de proteinas era realizado para quantificar o biofiime. No “método
fotografico”, as superficies internas da protese e do espécime eram evidenciadas
com eritrosina a 5% e fotografadas, as imagens eram projetadas em uma tela
quadriculada e a regido coberta por biofiime era mensurada por escala visual. No
‘método histolégico”, o espécime era seccionado em micrétomo e montado numa
lamina de vidro para a avaliagdo em microscopio. O Mersene foi o produto mais
eficaz, seguido pelo Clorox-Calgon. Ndo houve diferenga entre Mersene e Calgon.
Contudo, houve diferenca entre esses produtos e os demais produtos testados
(Polident e Efferdent).

Kempler et al. (1982) avaliaram a eficacia de diferentes concentragdes do
hipoclorito de so6dio na remogao de depdsitos acumulados em préteses totais e
parciais. As proteses foram submetidas a formacido de biofilme por 48 horas e
imersas em uma solugao evidenciadora por 10 minutos. Apds esses procedimentos,
as proteses foram imersas em uma solugdo contendo tabaco, cha, café e agua e
fotografias foram tiradas para avaliar a condigdo de manchamento inicial da protese.
As proteses foram separadas em grupos e imersas nas seguintes solugbes de
imersao: Polident, Efferdent, Denalan, hipoclorito de sédio (Clorox) a 1%, hipoclorito

de sodio a 5%, hipoclorito de sédio a 25%, hipoclorito de sodio a 50% e agua de
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torneira. Os produtos comerciais foram utilizados segundo as instrugdes dos
fabricantes e os grupos de hipoclorito e agua foram imersos por 10 minutos. Novas
fotografias foram tiradas e avaliadas por escala de pontos. As solugdes de
hipoclorito de sodio apresentaram melhor limpeza das préteses, quando
comparadas aos produtos comerciais testados. As solugdes de hipoclorito de sédio
completaram a limpeza dentro de 2 a 3 minutos; e a solugdo de hipoclorito a 50%
mostrou-se mais efetiva que os agentes de limpeza avaliados.

De Paola, Minah e Elias (1984) testaram a atividade antimicrobiana de
higienizadores de préteses totais, antissépticos orais e desinfetantes (Kleenite,
Efferdent, Polident, Mersene, Gluconato de clorexidina a 1%, Clorasséptico,
Listerine, Greene Mint, Signal, Scope, Lavoris, Cepacol, Betadine Mouthrinse
Gargle) contra micro-organismos patogénicos em pacientes com cancer e
frequentemente presentes em dentaduras e nos recipientes utilizados para a
imersdo das dentaduras (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans e
Torulopsis glabrata). Cinquenta e seis tubos de ensaio contendo meio de cultura
Todd Hewithbroth (TH) ou Brain Heart Infusion Agar (BHI) foram preparados. Oito
destes tubos foram posicionados em cada um das sete canaletas de um aparato.
Cada canaleta representava o teste de concentrag&o inibitéria minima (CIM) para
um micro-organismo, em cinco diluigdes de um dos agentes. A CIM foi definida como
a menor concentragdo do agente na qual ndo houve crescimento microbiano
observado apos 18 horas de incubacgéo a 37°C. Assim, aliquotas de 1,5 mL de cada
agente testado foram adicionadas nos primeiros tubos de cada canaleta e diluigdes
dos agentes foram distribuidas sequencialmente até os proximos tubos. Os trés
tubos restantes serviram como solucido-teste, meio de cultura puro e cultura
controle, respectivamente. Aproximadamente 10° micro-organismos/mL foram
adicionados em cada tubo contendo os agentes diluidos e no tubo controle. Apos
incubacéo, aliquotas dos cinco tubos contendo os agentes diluidos foram semeadas
em placas contendo meio de cultura, e incubados. A contagem de unidades
formadoras de colénia foi entdo realizada para determinar a concentragao
bactericida minima. Dos agentes higienizadores, o Kleenite foi o que apresentou a
maior inibicdo microbiana, sendo seguido pelo Efferdent e Polident. O Mersene nao
apresentou efeito de inibicdo sobre nenhum dos micro-organismos testados. Dos

agentes antissépticos, o gluconato de clorexidina apresentou os melhores
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resultados, seguido pelo Listerine e pelo Clorasséptico. Os melhores agentes com
atividade inibitéria e bactericida foram o Kleenite, Efferdent, Polident, Listerine,
Clorasséptico e Gluconato de Clorexidina a 1%, pois inibiram todos os micro-
organismos numa diluigdo 1:4.

Moore, Smith e Kenny (1984) compararam a eficacia de oito higienizadores
de proteses totais na remogdo ou eliminagdo de micro-organismos aerobicos,
anaerobicos e leveduras. Os produtos testados foram os peroxidos alcalinos
(Denalan, Efferdent, Kleenite, Mersene, Polident), os hipocloritos alcalinos (Clorox-
Calgon), um produto de origem desconhecida (Miller's) e a escovagdo com sab&o
Ivory. Na primeira parte do estudo, in vitro, os higienizadores do tipo imersao foram
adicionados em tubos de ensaio contendo agua esterilizada inoculada com Candida
albicans. As concentragdes testadas dos higienizadores foram: (1) recomendada
pelo fabricante; (2) 1/2 da concentracéo e (3) 1/4 da concentragdo. Agua destilada
contendo o inéculo de Candida foi considerada o controle positivo, e agua destilada,
sem o indculo, o controle negativo. Apos 15, 30 e 60 minutos de imersao nas
solucdes, amostras foram coletadas, diluidas e semeadas em placas contendo
Sabouraud Dextrose Agar. Os produtos Mersene, Clorox-Calgon e Miller's tiveram
atividade fungicida semelhante, enquanto que Efferdent, Polident e Denalan foram
menos efetivos. Na segunda parte do estudo, in vivo, foram selecionados doze
pacientes, os quais foram instruidos a usar os higienizadores (Mersene, Polident,
Efferdent, Miller’s, Kleenite e Clorox-Calgon), a escovagao com sabéo lvory e agua
de torneira. Os métodos quimicos de imersdo foram testados por 30 minutos e a
escovacgao por 60 segundos; agua destilada foi usada como controle por 30 minutos.
Apoés os tratamentos, amostras experimentais foram colhidas, diluidas e semeadas
em Sabouraud Dextrose Agar e Columbia Blood Agar. Apds incubacédo e contagem
das unidades formadoras de col6nias, os resultados mostraram que o Miller's e
Kleenite foram os agentes mais efetivos, seguidos da escovagdo (com agua e
sabao) e a imersao no agente Mersene. Embora o Clorox-Calgon tenha se mostrado
efetivo na eliminacéo de leveduras em condicdes laboratoriais, ele nao foi efetivo em
condicdes clinicas.

Rudd et al. (1984) avaliaram a agao bactericida do hipoclorito de sédio a 5,25%
(Clorox nao diluido) na desinfeccéo de proteses totais e determinaram o tempo de
imersao ideal para a desinfeccdo efetiva. Doze préteses totais superiores foram

confeccionadas com dentes posteriores de porcelana e anteriores de resina. As
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proteses foram seccionadas na linha mediana para a obtencdo de espécimes
idénticos. Uma metade de cada prétese foi imersa por 2 minutos em meios de
cultura inoculados com os seguintes micro-organismos: Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa e Streptococcus. Logo,
foram secas, incubadas a 37°C por 30 minutos e imersas em hipoclorito de sédio a
5,25% por 1, 3 e 5 minutos. Posteriormente, os espécimes foram imersos em meio
de cultura e incubados por 5 dias (7 dias para B. subtilis na forma de esporos). A
desinfeccgéao foi verificada apds a analise microbioldgica. Os mesmos procedimentos
foram realizados para a outra metade de cada protese (Controle), a qual foi imersa
em solugao salina. Além disso, aliquotas de cada solu¢ao de Clorox foram cultivadas
em meio de cultura e incubadas por 5 dias (7 dias para o B. subtilis), para verificar
se havia micro-organismos viaveis nas solugdes de Clorox. Um controle adicional foi
feito para determinar a viabilidade dos esporos apds imersdo em Clorox por 5
minutos e outro para determinar se o Clorox residual aderido as proteses inibia o
crescimento dos micro-organismos em meio de cultura. As proteses inoculadas e
imersas em Clorox por 1 e 3 minutos mostraram evidéncia de crescimento
microbiano, com a presenga de micro-organismos viaveis, enquanto que as proteses
imersas por 5 minutos estavam livres de micro-organismos. Os resultados indicaram
que 5 minutos de imersdo das proteses em hipoclorito de sodio a 5,25% (Clorox)
consiste em método de desinfecgdo eficaz contra todos os micro-organismos
testados.

Watkinson, McCreight e Wornock (1985) investigaram o efeito do hipoclorito
alcalino como higienizador de prétese, quanto a permanéncia de Candida albicans
na cavidade oral de pacientes edéntulos com Estomatite Protética. Cinco
participantes do estudo foram instruidos a remover suas proteses durante a noite e
imergi-las em solugdo de hipoclorito alcalino (Dentural) por 2 semanas. Amostras
microbianas foram colhidas do palato e da superficie da prétese antes e apds o
tratamento. Em 3 dos 5 pacientes, houve reincidéncia da cepa Candida albicans.
Segundo os autores, os resultados sugerem que o biofime da protese é
constantemente recolonizado por leveduras da mucosa.

Bell et al. (1989) compararam a capacidade desinfetante do hipoclorito de sédio
a 5,25% diluido (1:10) e do dioxido de cloro frente a eliminagdo de micro-organismos
patogénicos de resinas acrilicas. Amostras de resina acrilica foram confeccionadas,

esterilizadas e inoculadas com Staphylococcus aureus, Candida albicans ou
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Escherichia coli na presenga de material organico. Uma amostra foi usada como
controle para cada micro-organismo. As amostras foram desinfetadas em dioxido de
cloro (Alcide LD) e hipoclorito de sddio (Purex Corp.), diluido (1:10). Como controle,
empregou-se solugdo salina. As amostras foram imersas nas solugdes por 30
segundos, 1, 2, ou 4 minutos. Apos a desinfec¢éo, foram neutralizadas e incubadas
por 72 horas para verificar a viabilidade dos micro-organismos. Os resultados
mostraram uma diferengca entre os produtos testados quando na presenca de
biofilme. A solugéo de diéxido de cloro foi efetiva frente a micro-organismos com 2
minutos, sendo que o hipoclorito de sédio realizou a desinfeccdo com 4 minutos.
Com 2 minutos, ambos os desinfetantes foram efetivos na eliminagdo de Candida
albicans.

Basson, Quick e Thomas (1992) avaliaram a eficacia de produtos caseiros na
limpeza de protese. Foram confeccionadas placas acrilicas palatinas para 6
individuos dentados, as quais foram usadas durante o dia e imersas em solugdes
higienizadoras durante a noite. As solugdes desinfetantes utilizadas foram: (1) Milton
4% (NaOCI 0,04% + NaCl 0,66%); (2) Milton 1,2% (NaOCI 0,012% + NaCl 0,19%);
(3) Vinagre néo diluido; (4) vinagre 50% (diluido); (5) sal (NaCl) 20%; e (6) agua de
torneira (controle). Cada produto foi usado por 7 dias consecutivos e,
posteriormente, as placas foram removidas, inspecionadas visualmente e realizou-se
a contagem de bactérias viaveis. Todas as solugdes testadas resultaram em uma
significante redu¢do do numero de bactérias quando comparadas ao controle em
agua. As solugdes com maior e menor efetividade foram a solugdo de Milton e o
vinagre nao diluido, respectivamente. A imersao noturna das placas em uma solugéo
fraca de hipoclorito (0,012% e 0,04%) resultou em significante redu¢gdo do numero
de bactérias e de biofilme.

Chau et al. (1995) avaliaram o grau de penetragdo de bactérias em resinas
acrilicas, bem como efetividade de 3 desinfetantes. Foram confeccionadas amostras
das seguintes resinas acrilicas: Lucitone 199 termopolimerizavel, resina ortoddntica
e material de reparo autopolimerizavel. As amostras foram imersas em cultura de 4
bactérias (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Streptococcus pneumonia) por 24 horas, sendo, em seguida, removidas do meio de
cultura, enxaguadas em solugao salina estéril e imersas em uma das trés solugdes
desinfetantes: (1) Biocide: imerséo por 10 minutos em solugéo de Biocide 0,48% em

agua deionizada quente (=20°C); (2) Alcide LD: imersdo por 3 minutos; (3)



Revisjo de Literatura | 49

Hipoclorito de sédio: imersao por 10 minutos em hipoclorito de sédio 5,25% e agua
deionizada (1:10); (4) Solucdo salina estéril 0,9 N: imers&o controle por 10 minutos.
Em seguida, foram realizados testes microbiolégicos. Os dados obtidos confirmaram
a penetragao de bactérias no interior das resinas acrilicas e a efetividade da imersao
em hipoclorito de sddio a 0,525% por 10 minutos.

Webb et al. (1995) avaliaram a eficacia, in vitro, do hipoclorito de sddio na
esterilizacdo de proteses acrilicas e na adesao de espécies de Candida (Candida
albicans, Candida krusei, Candida kefyr, Candida tropicalis, Candida parapsilosis e
Candida guilliermondii) em superficies orais. Foi utilizada solugéo antibacteriana de
Milton, sendo avaliado o crescimento de Candida na presenga ou auséncia do
hipoclorito de sodio, sendo que este reduziu a adesdo de varias espécies de
Candida. Concluiram que o hipoclorito de sédio, na concentragdo inibitéria minima
(hipoclorito de sodio 1%), combate a adesdo de espécies de Candida, mas nao
afetam suas caracteristicas patogénicas, podendo funcionar como um efetivo agente
antifungico, quando usado para imersao de proteses, em caso de Estomatite
Protética.

Kulak et al. (1997) investigaram o efeito da escovagdo e da imersao em
agentes quimicos, quanto a remogao dos contaminantes das superficies das
proteses totais (biofilme, calculo e microflora), por meio de microscopia eletrénica de
varredura. Foram selecionados 5 pacientes, os quais tiveram as superficies
palatinas de suas proteses totais superiores seccionadas em oito amostras de 1 cm?.
Tais amostras foram fotografadas (aumento 500x) para posterior leitura em
microscopio eletrénico de varredura. Das oito amostras, uma n&o foi incluida nos
procedimentos de higiene (controle). Seis das amostras de cada prétese foram
imersas durante o periodo noturno em solugdes higienizadoras (Corega, Dentipur,
Fittydent, hipoclorito de sédio a 5%, Savlon e lIpanol) e uma das amostras foi
submetida a escovagéao, por 30 segundos (escova de cerdas macias e pasta para
dentaduras Ipana). Os resultados mostraram que as solugdes de hipoclorito de sddio
e Savlon foram as mais efetivas na remocgao dos depdsitos de biofilme.

Webb et al. (1998) testaram, in vitro, a eficacia de dois métodos de higiene de
proteses no controle de micro-organismos envolvidos com a Estomatite Protética: (1)
irradiagdo por micro-ondas e (2) imersdao em hipoclorito de sddio. Na primeira parte
do experimento, vinte proteses totais superiores foram confeccionadas, sendo que

dez foram contaminadas com Candida albicans e dez com Streptococcus gordonii.
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Dentro de cada grupo de micro-organismos, 5 proteses foram irradiadas por micro-
ondas e 5 ficaram como grupo controle. A analise microbiolégica mostrou que as
préteses inoculadas com os micro-organismos foram completamente desinfectadas
ap6s 6 minutos de irradiagdo, mas ndo removeu micro-organismos nao-viaveis da
superficie das proteses. Os danos aos micro-organismos apos irradiagdo de micro-
ondas foram claramente visiveis por microscopia eletrbnica de varredura. Na
segunda parte do experimento, também vinte proteses foram confeccionadas, sendo
metade inoculadas com C. albicans e metade com S. gordonii. Em cada grupo de
micro-organismos, 5 préteses foram imersas durante 8 horas em hipoclorito de sédio
a 0,02% (2 mL de hipoclorito de sédio/ 98 mL de agua destilada) ou a 0,0125% (1,25
mL de hipoclorito de sédio/ 98 mL de agua destilada) e 5 proteses foram imersas em
agua destilada (controle). A analise microbiolégica e a microscopia eletrbnica de
varredura mostraram que as proteses imersas por 8 horas em hipoclorito e
inoculadas com C.albicans foram completamente desinfectadas, enquanto as que
foram inoculadas com S.gordonii continuaram contaminadas. Os resultados
indicaram que a irradiagao por micro-ondas consiste em método mais eficaz que a
imersdao em hipoclorito na desinfeccdo de préteses. Contudo, diferentemente da
irradiacdo por micro-ondas, o hipoclorito foi capaz de reduzir os niveis de micro-
organismos ndo-viaveis residuais que ficaram aderidos a superficie das proteses.
Stewart et al. (2001) compararam a capacidade de desinfec¢do do hipoclorito
alcalino e do clorossulfamato, bem como a eficacia desses agentes antimicrobianos
em penetrar no biofiime bacteriano. Um meio de cultura inoculado com
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae foi vertido durante 6 dias sobre
espécimes de aco inoxidavel, visando a formacdo de um biofilme artificial.
Microeletrodos foram utilizados para medir a concentracédo de cloro ativo no interior
do biofilme, apos a aplicagdo dos tratamentos. O efeito dos agentes sobre bactérias
planctbnicas, que estavam em suspensdo numa solucdo aquosa, também foi
avaliado. O clorossulfamato penetrou mais rapidamente no biofime que o
hipoclorito. O tempo de penetracdo médio do clorossulfamato em 1 mm de
espessura de biofilme foi de 6 minutos, enquanto que para o hipoclorito foi de 48
minutos. As bactérias aderidas ao biofiime foram altamente resistentes a acéao
bactericida dos agentes antimicrobianos; ja as bactérias planctonicas, que estavam
em suspensao em solugdo aquosa, foram significativamente reduzidas apds o uso

dos agentes. Concluiu-se que a penetracdo dos agentes antimicrobianos no biofilme,
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provavelmente, esta relacionada com a capacidade do antimicrobiano em reagir com
0os componentes organicos do biofilme; como o hipoclorito apresenta maior
capacidade de reagir com os componentes organicos, ele demora mais tempo para
penetrar no biofilme. Além disso, os autores sugerem que além da barreira fisica da
matriz no biofilme, deve haver algum outro mecanismo de protecdo das bactérias
para que estas sejam resistentes a agdo dos agentes antimicrobianos.

Garcia Junior (2002) avaliou a eficacia de hipoclorito de sédio 1%, hipoclorito
de sodio 2% e glutaraldeido 2%, frente aos micro-organismos Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans e
Candida albicans, na desinfeccdo da superficie externa e interna de uma resina
acrilica termopolimerizavel. Corpos de prova foram imersos nas solugdes por 5, 10 e
15 minutos. Os resultados mostraram que 10 minutos de imersao foi adequado para
a desinfeccdo da superficie externa da resina acrilica, sendo que a rugosidade n&o
teve influéncia. A desinfecgdo por 15 minutos com hipoclorito de sodio 1% e
glutaraldeido 2% foram eficazes frente a maioria dos micro-organismos presentes
internamente na resina acrilica.

Pavarina et al. (2003) avaliaram a efetividade de um protocolo de controle de
infeccdo para a higienizagdo e desinfecgdo de proteses. Trinta e dois pacientes,
usuarios de prétese total (superior e/ou inferior) e/ou prétese parcial removivel
(superior e/ou inferior) foram selecionados, sendo que 64 préteses foram analisadas.
Na primeira parte do estudo, culturas foram obtidas imediatamente apds a retirada
da prétese da cavidade oral do paciente. Todas as proteses foram vigorosamente
friccionadas com algodéo estéril e, posteriormente, colocadas em meio de cultura de
tioglicolato e, imediatamente, incubadas a 37°C. Apos 24 horas, a cultura foi
observada para determinar a presenca de crescimento microbiano. As culturas
foram interpretadas por crescimento positivo (presenca de turvagao, formacéo de
pelicula e/ou formacdo de sedimento nos containers) ou crescimento negativo. Para
eliminar material organico remanescente, as proteses foram escovadas por 1 minuto
com solugcéo de clorexidina a 4% e lavadas durante 1 minuto em agua destilada
esterilizada. As préteses foram separadas em 4 grupos, sendo imersas em 200 mL
das seguintes solugdes: (A) digluconato de clorexidina a 4%; (B) hipoclorito de sodio
a 1%; (C) Biocide (bactericida) a 0,48% e (D) Amosan (perdxido alcalino) a 3,78%.
Posteriormente, as proteses foram imersas em 200 mL de agua esterilizada por 3

minutos, para eliminar qualquer residuo de solu¢do higienizadora. A eficacia de cada
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uma das solugdes desinfetantes, associadas ou ndo ao uso do ultrassom, foi
avaliada. Os resultados da cultura inicial mostraram que todas as proéteses
apresentavam crescimento microbiano positivo. Em comparagdo com a cultura
inicial, gluconato de clorexidina a 4%, hipoclorito de sédio a 1% e solugdo de
Amosan a 3,78% (peroxido alcalino) reduziram o crescimento de micro-organismos
apods os 10 minutos de imersao; enquanto que o Biocide nao foi tdo eficaz quando
comparado as outras solugdes. O uso do ultrassom nao mostrou melhora evidente
na eficacia das solugbes de imersio avaliadas. Concluiu-se que o protocolo avaliado
no estudo parece ser um método viavel para prevenir contaminag¢ao cruzada entre
0s pacientes e odontologos.

Barnabé et al. (2004) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar a eficacia
do hipoclorito de sddio a 0,05% e do sabdo de coco na redugdo de Streptococcus
mutans e Candida albicans e Estomatite Protética. Sessenta pacientes usuarios de
préteses totais superiores foram distribuidos em dois grupos: Grupo 1: escovagéo da
prétese com sabdo de coco seguida por imersdo em solugdo de agua filtrada (200
mL) e agua destilada (10 mL — placebo) por 10 minutos; Grupo 2: escovagao da
prétese com sab&o de coco seguida por imersdo em solugéo de hipoclorito de sédio
a 0,05% por 10 minutos. No primeiro dia e 15 dias apds o inicio do tratamento, o
biofiilme das préteses era coletado para o processamento microbiolégico e a
qualidade da mucosa era avaliada e classificada de acordo com a Classificacdo de
Newton. A escovacdo com sabao de coco associada ao uso do hipoclorito de sédio
a 0,05% foi efetiva no controle de biofilme das proteses, reduziu significativamente
os sinais clinicos de Estomatite Protética, promoveu reducdo, porém nao
significante, do numero de Streptococcus mutans e ndo apresentou efeito sobre o
numero de Candida albicans. O estudo confirmou a importancia da recomendacao
de agentes quimicos de higienizagdo para redugdo da patogenicidade dos micro-
organismos presentes na superficie das proteses totais.

Harrison, Johnson e Douglas (2004) avaliaram o efeito de higienizadores de
prétese na rugosidade superficial do material da base da prétese e a eficacia destes
na remoc¢ao de Candida albicans. Foram confeccionados discos de resina acrilica
termopolimerizavel de 20 mm de diametro e 2 mm de espessura. Foram avaliados
quatro produtos de limpeza: creme dental convencional, creme dental com
removedor de manchas; pasta para limpeza de protese e um higienizador do tipo

imersdo. Agua foi usada como controle. As pastas e o higienizador do tipo imerséo
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foram usados em diluicbes de 1:1, 1:2 e 1:3 com agua, sendo que a escovagao foi
realizada utilizando uma escova dental, simulando um ano de limpeza. A rugosidade
superficial dos discos foi medida, antes e apds a limpeza, e entao, foram inoculados
com 1,2 x 10° células de C. albicans. A eficacia dos higienizadores de prétese na
remocdao de C. albicans foi avaliada apés um unico evento de limpeza. O
higienizador de imersado foi significativamente menos abrasivo do que as pastas.
Nao houve diferenga significativa entre as diluicbes de qualquer produto de
higienizagcado utilizado. O higienizador do tipo imersdao e as pastas removeram
maioria de C. albicans dos discos, sendo que a limpeza apenas com agua foi menos
efetiva. Pode-se concluir que o higienizador do tipo imersdo € o mais adequado
devido a sua baixa abrasividade e eficacia na remocgéao de restos orgéanicos.

Webb, Thomas e Whittle (2005) avaliaram a eficacia de 2 métodos de
tratamento na Estomatite Protética. Sessenta pacientes com estomatite foram
distribuidos em 3 grupos: imersdo da protese em hipoclorito de sédio (Solugao de
Milton a 0,02%), durante a noite; desinfec¢do das préteses em micro-ondas (Sharp)
por 10 minutos, e controle (higienizagao usual), durante um periodo de 1 semana.
Foram realizadas fotografias do palato e colheitas microbiolégicas provenientes da
mucosa palatina e das proteses (superiores e inferiores), antes e apds o tratamento.
Os resultados mostraram que, tanto a irradiacdo por micro-ondas, como a imersao
em hipoclorito de sédio por uma semana, foram efetivas, reduzindo o numero de
Candida tanto das proteses, como do palato.

Yilmaz et al. (2005) determinaram a acgao antimicrobiana de quatro agentes
quimicos de higienizagdo (Deconex, Savlex, hipoclorito de sodio a 2% e hipoclorito
de sédio a 5,25%) sobre materiais reembasadores contaminados por diferentes
espécies de micro-organismos (Staphylococcus aureus, Streptococcus sobrinus e
Candida albicans). A agao antimicrobiana foi verificada por meio da contagem do
numero de células viaveis em solugdo salina, antes e apds o uso dos agentes
quimicos. Espécimes dos materiais reembasadores, previamente esterilizados,
foram imersos em meios de cultura liquido contaminados com 0s micro-organismos.
Apos 48 horas de incubagédo, os micro-organismos em suspensao no meio de
cultura liquido foram transferidos para solugdes salinas, para que a contagem
microbiana inicial fosse realizada; e os espécimes foram imersos nas solugdes
quimicas testadas. Decorrido o tempo de 5 minutos de imersao, os espécimes foram

inseridos em tubos de ensaio contendo solugdo salina e colocados em agitador
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mecanico para que 0s micro-organismos ficassem em suspensdo na solugdo. A
contagem microbiana final foi realizada ap6s o processamento microbiolégico. O
hipoclorito de sodio a 5,25% foi o método mais eficaz contra todos os micro-
organismos testados, seguido pelo hipoclorito de sédio a 2%, Deconex e Savlex.

Lima et al. (2006) avaliaram por meio de um estudo crossover, o efeito de
higienizadores de préteses totais na rugosidade de superficie e na remogédo de
biofilme de resinas acrilicas. Aparelhos palatinos contendo 4 espécimes de resina
acrilica, com rugosidade de superficie conhecida, foram confeccionados para os
voluntarios em cada fase do estudo. Os treze participantes foram distribuidos
aleatoriamente em trés grupos de tratamento: (1) controle negativo (sem
tratamento); (2) solugdo enzimatica (Ortoform) por 30 minutos; (3) hipoclorito de
sédio a 0,5% por 10 minutos. Apds realizarem a imersédo do aparelho em sucrose (8
vezes ao dia), os voluntarios eram orientados a imergir o aparelho na solugéo
correspondente a seu grupo. Esses procedimentos eram realizados durante 4 dias,
entdo um periodo de wash out de 3 dias era realizado para que os voluntarios
passassem a usar outro tratamento (segunda fase do estudo) e assim até o término
da terceira fase, assim todos os voluntarios participaram de todos os grupos de
tratamento. No quinto dia de cada fase, a quantidade de biofilme formada nos
espécimes foi estimada pela quantidade de proteina extraida e a rugosidade de
superficie dos espécimes foi novamente mensurada. Os resultados sugeriram que a
rugosidade de superficie ndo foi alterada pelo uso dos higienizadores testados. A
solugédo enzimatica n&o diferiu do grupo controle em relagdo a remogéo de biofilme,
contudo, a quantidade de biofilme foi significativamente reduzida pelo uso do
hipoclorito de sédio a 0,5%.

Silva et al. (2008) avaliaram, in vitro, a eficacia de higienizadores de proteses
(hipoclorito de sodio a 1%, digluconato de clorexidina a 2%, glutaraldeido a 2%, vinagre
a 100%, pastilhas efervescentes a base de perborato de sddio e perborato de sodio a
3,8%), na desinfeccdo de espécimes de resina acrilica contaminados por Candida
albicans, Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Bacillus
subtilis, através da contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC). O grupo
controle era constituido de espécimes contaminados que ndo haviam sido submetidos a
desinfeccdo. Cada um dos 350 espécimes de resina foi transferido para um tubo de
ensaio contendo meio de cultura e inoculado com a suspensao de um micro-organismo.

Apds incubagdo, os espéecimes foram imersos nas solugdes higienizadoras por 10
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minutos e, posteriormente, em solugcdo salina para que as células ainda aderidas na
resina se dispersassem na solucdo. Diluicdes decimais seriadas (100 a 10'3) foram
realizadas a partir dessas solugdes resultantes e semeadas em placas de Petri
contendo meios de cultura especificos (Tripticsoy ou Sabouraud) e o numero de
unidades formadoras de colbnias foi contado apds o periodo de incubagdo. Os
resultados mostraram que o hipoclorito de sédio a 1%, a clorexidina a 2% e o
glutaraldeido a 2% foram os métodos mais eficazes contra todos os micro-organismos
testados, seguidos pelo vinagre a 100%, o perborato de sédio a 3,8% e as pastilhas
efervescentes a base de perborato de sédio. Nenhuma diferenca estatisticamente
significante foi encontrada entre os espécimes contaminados com Candida sp. que
foram tratados com as pastilhas efervescentes e os espécimes controle. O perborato de
sédio foi mais eficaz que as pastilhas contra S. mutans, mas nao reduziu
significativamente o numero destes micro-organismos quando comparado ao controle.
Os autores concluiram que o hipoclorito de sodio a 1%, o glutaraldeido a 2%, a
clorexidina a 2% e o perborato de sddio a 3,8% consistem em alternativas validas para
a desinfeccao da resina acrilica.

Boscato et al. (2009) avaliaram a influéncia de métodos de higiene oral na
formagdo de biofilme sobre reembasadores resilientes de proteses totais. Vinte
usuarios de protese total superior foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos.
G1: escovagao de suas proteses com escova de cerdas macias e dentifricio
(Colgate Tripla Agao); G2: o mesmo que G1 e imersdo de suas proteses em
hipoclorito de sédio a 0,5% por 20 minutos, uma vez por semana. Para que a
formacgao do biofilme sobre o reembasador resiliente fosse avaliada, uma cavidade
(10 x 10 x 2 mm) foi confeccionada na concavidade palatina de cada prétese e foi
preenchida pelo reembasador. A evidenciagdo do biofilme (Vermelho neutro a 1%)
era realizada em quatro tempos: TO (no momento em que o reembasador era
colocado); T2 (apo6s 2 semanas da colocacdo do reembasador); T4 (apds 4
semanas) e T6 (apos 6 semanas). As proteses com o biofilme evidenciado eram
fotografadas e escores eram atribuidos ao biofilme por um dos pesquisadores. Os
resultados mostraram que, independentemente do periodo de tempo, G1 apresentou
0s mais baixos valores de escore médio para a formagao de biofilme no material
reembasador; e que, quando o tempo foi analisado, independentemente do grupo,

T6 apresentou os valores mais elevados de escore médio para a formacido do
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biofilme que os demais tempos testados. Pode-se concluir que os métodos testados
influenciaram na formagéo do biofilme em reembasadores resilientes.

Ferreira et al. (2009) avaliaram o efeito de higienizadores de proteses na
aderéncia de C. albicans e C. glabrata em condicionadores de tecido. Apds a
contaminagdo com as leveduras, os espécimes foram tratados com os seguintes
higienizadores: (1) perborato de sédio Polident por 3 minutos; (2) perborato de sédio
Efferdent por 15 minutos e (3) hipoclorito de sddio a 0,5% por 10 minutos. Os
espécimes controle foram imersos em agua destilada por 15 minutos. O niumero de
células remanescentes apos o tratamento foi observado com o auxilio de
microscopia optica (magnificagdo: 400x). Os produtos Polident e Efferdent ndo foram
eficazes na prevengcdo da aderéncia inicial de Candida em condicionadores de
tecido; ja o hipoclorito de soédio apresentou significativa efetividade quando
comparado aos outros grupos.

Gedik et al. (2009) determinaram a eficacia de higienizadores de proteses na
desinfeccdo de forradores resilientes, bem como a rugosidade superficial e a
capacidade desses materiais de faciltarem a adesdo de Candida albicans.
Cinquenta e seis espécimes foram preparados para cada um dos materiais testados.
ApoOs a medigdo da rugosidade de superficie inicial dos espécimes, estes foram
contaminados com C. albibans, para que a adesao dessas leveduras nos materiais
fosse avaliada. As amostras foram entdo imersas em sete higienizadores de
préteses (Efferdent, Polident, Steradent, Corega, Denclen, Klorhex e Axion) e, apés
este procedimento, a rugosidade final e a eficacia dos higienizadores foram
estudadas. Os resultados mostraram que o uso dos tratamentos ndo promoveu
diferenca na rugosidade superficial dos materiais testados. Todos os higienizadores
foram eficazes na remocdo de Candida, porém n&o promoveram diferenca na
capacidade dos materiais em facilitar a adesao de Candida. Embora nenhuma
diferenca tenha sido observada entre os higienizadores, os autores consideraram
que o hipoclorito alcalino Axion foi o desinfetante mais eficaz e que os produtos
Corega, Polident, Denclen, Steradent e Efferdent obtiveram os melhores resultados
em relacao a limpeza dos espécimes.

Lee et al. (2009) propuseram em seu estudo, determinar se o micro-
organismo Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) poderia ser
erradicado do biofilme de préteses totais por higienizadores (hipoclorito de sédio a

2%:; perdxido alcalino a 1,5% - Steradent e solugao para desinfecgao livre de aldeido
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- Perform). Os agentes antimicrobianos foram adicionados a um meio de cultura
inoculado com MRSA para a determinagdo de sua concentracdo inibitéria minima.
Para avaliar a acdo dos higienizadores sobre micro-organismos seésseis, biofilme
artificial foi formado sobre espécimes de resina acrilica com o auxilio de um aparelho
fermentador (CDFF). Os espécimes foram retirados do fermentador apos 4, 24 e 120
horas de formacao de biofilme. As amostras entdo foram imersas em cada agente
antimicrobiano ou em solugao salina (controle) por 1, 5 ou 10 minutos. As analises
microbiolégicas mostraram que todos os higienizadores erradicaram os micro-
organismos plancténicos, bem como reduziram o numero de MRSA no biofilme
formado em 4 horas, sendo que a redugdo provocada pelo uso do hipoclorito foi
detectada no primeiro minuto de exposigdo. Porém, os micro-organismos dos
biofilmes formados em 24 e 120 horas foram mais resistentes a erradicacido pelos
agentes, exceto ao hipoclorito de sédio a 2%, pois este produto erradicou os micro-
organismos em apenas 1 minuto de imers&o. A microscopia eletrénica de varredura
foi utilizada para a confirmacao dos resultados.

Montagner et al. (2009) avaliaram a ag&o antifungica de diferentes agentes de
limpeza sobre espécimes de resina acrilica polimerizadas por micro-ondas, sem
polimento e previamente inoculados com Candida albicans. Sessenta espécimes
foram imersos em caldo BHI inoculado com a cepa de C. albicans e incubados por 3
horas a 37°C. Os espécimes foram distribuidos em 5 grupos experimentais e dois
grupos controles: G1: clorexidina a 2,0% por 10 minutos; G2: hipoclorito de sédio a
0,5% por 10 minutos; G3: hipoclorito de sédio modificado (hipoclorito de sédio 0,5%
e alcool 96°GL) por 10 minutos; G4: peroxido alcalino Corega Tabs por 5 minutos;
G5: peréxido de hidrogénio a 10v por 30 minutos; C1: espécimes controle inoculados
com C. albicans, imersos em solugcdo salina por 10 minutos e C2: espécimes
controle com auséncia de inoculacdo, imersos em solugdo salina, por 10 minutos.
Apés a imersdo nos agentes de limpeza, os espécimes de resina acrilica foram
imersos em caldo BHI por 24 horas. A turvagcdo do meio de cultura foi avaliada de
acordo com o coeficiente de transmitancia (transmisséo de luz), com o auxilio de um
espectrofotbmetro. Assim, quanto mais elevado fosse o coeficiente de transmitancia,
maior seria considerada a agao antimicrobiana do higienizador. O crescimento de C.
albicans nas placas contendo meio Sabouraud Agar certificou os resultados obtidos

através do espectofotometro. Os resultados mostraram que o hipoclorito de sédio e
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o peroxido de hidrogénio apresentaram acado antifungica contra C. albicans,
enquanto a clorexidina e o peréxido alcalino ndo foram eficazes.

Fernandes et al. (2010) realizaram um estudo in vitro, para avaliar a eficacia
de higienizadores de proteses, sobre o biofilme formado por espécies de Candida,
em resina poliamida. Dois tipos de resina foram utilizados como substrato, a polimetil
metacrilato polimerizada por micro-ondas e a termoplastica poliamida. Biofilmes
formados por C. albicans, C. glabrata, e por ambas as leveduras foram estudados.
Os higienizadores testados foram duas solugbes a base de perdxido alcalino
(Polident por 3 minutos e Corega Tabs por 5 minutos), hipoclorito de sédio a 0,5%
(10 minutos) e agua destilada (controle por 10 minutos). O angulo de contato, a
energia livre de superficie e o numero de unidades formadoras de col6nia de C.
albicans e C. glabrata foram as variaveis do estudo. Para a avaliagdo da eficacia dos
produtos na remocéo do biofilme, os espécimes foram distribuidos em 24 grupos (8
espécimes). Apds a contaminagdo dos espécimes com as leveduras, estes eram
imersos em uma das quatro solugdes testadas. A contagem dos micro-organismos
que permaneceram aderidos aos materiais apos as imersdes foi realizada logo
depois da colocacado das resinas em aparelho ultrassdnico, uma vez que este
procedimento permitia o desprendimento das células remanescentes da superficie
das resinas. O biofilme formado por Candida foi encontrado em maior quantidade na
resina poliamida. Todos os higienizadores testados foram capazes de reduzir o
numero de Candida em ambos os materiais. O hipoclorito alcalino foi o unico
tratamento efetivo, pois apos sua utilizagdo, nenhuma célula viavel foi encontrada.

Jose et al. (2010) avaliaram a capacidade de quatro higienizadores de prétese
em descontaminar e esterilizar superficies cobertas por biofiime de Candida
albicans. Placas com o biofiime formado foram imersas nos higienizadores de
prétese (Boots Smile, Medical Interporous, Steradent Active Plus e Dentural), de
acordo com as instru¢gdes dos fabricantes ou overnight. Foram quantificadas a
atividade metabdlica e biomassa do biofilme e foi realizada analise com microscépio
eletrbnico de varredura. Os higienizadores de protese mostraram-se efetivos na
remocao e desinfeccdo de biofilme com C. albicans. Porém, a retencao de biofilme
residual pode levar a recolonizagéo da protese.

Vieira et al. (2010) estudaram a eficacia de higienizadores de proteses contra
a recolonizagdo do biofilme por Candida spp. formado na superficie de

reembasadores. Biofilme de C. albicans ou C. glabrata foi formado sobre a superficie
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de espécimes de reembasadores por 48 horas. Os espécimes foram designados
aleatoriamente a um dos seguintes tratamentos: perdxido alcalino; hipoclorito de
soédio a 0,5% ou agua destilada. Apds os tratamentos, o biofilme dos espécimes foi
desprendido por sonificacdo e as células residuais foram contadas. Os resultados
mostraram que os tratamentos com perdxido alcalino foram melhores que o controle;
e que o hipoclorito de sdédio foi o unico tratamento que removeu efetivamente o
biofilme, uma vez que nenhuma célula viavel foi encontrada apds seu uso. O
peroxido alcalino nado foi efetivo na remocdo de Candida do biofime de
condicionadores de tecido e na prevencao da recolonizacao de biofilme.

Da Silva et al. (2011) analisaram o efeito do hipoclorito de sddio e da
clorexidina na viabilidade, remogao e morfologia do biofilme formado por C. albicans
sobre a resina acrilica, através de analise microscoépica. Os espécimes de resina
acrilica foram incubados em placas de cultura de células de 24 pogos, contendo
meio TSB contaminado com C. albicans por 90 minutos a 37°C (periodo de adeséo).
Apods esse periodo, as células ndo aderidas foram removidas através da lavagem
com solucao PBS, e os espécimes foram novamente incubados, por 24 horas a
37°C, para o desenvolvimento do biofilme. Apds a fase de formacgao do biofilme, os
espécimes foram separados aleatoriamente em 4 grupos, de acordo com o
tratamento: G1: agua destilada estéril por 10 minutos (controle); G2: gluconato de
clorexidina a 4% por 10 minutos; G3: hipoclorito de sédio a 1% por 10 minutos ou
G4: hipoclorito de sddio a 2% por 5 minutos. Foi colocado 1 mL da solugéo
desinfetante ou agua em placas de cultura de células, as quais foram incubadas em
temperatura ambiente. Apds a desinfeccao, cada espécime foi lavado para remogao
de residuos das solugdes e micro-organismos fracamente aderidos. Imediatamente
apos tratamento, para distinguir células de C. albicans vivas das células mortas no
biofilme remanescente, 24 espécimes (6 de cada grupo) foram corados e analisados
por microscopio confocal. Além disso, 12 espécimes (3 de cada grupo) foram
analisados através da microscopia eletrbnica de varredura, para analise das
alteragcdes morfolégicas das células fungicas. Imagens da microscopia confocal da
C. albicans tratada com agua destilada (controle) e clorexidina revelaram biofilme no
estagio de proliferacdo das colonias e filamentagdo. O biofilme tratado com agua
destilada era composto principalmente de células vivas (coloragédo verde), enquanto
que o biofilme tratado com clorexidina, apenas células mortas (coloragdo de amarelo

para vermelho). O tratamento com hipoclorito de sédio (1% e 2%) removeu a maioria
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das células do biofilme, deixando apenas poucas células ndo-viaveis. O tratamento
dos espécimes com clorexidina n&o induziu a alteragbes morfoldgicas das células de
C. albicans, enquanto que, apos o tratamento com hipoclorito de sodio, leveduras
remanescentes e hifas exibiram alteragcbes morfoldgicas. A partir dos resultados,
concluiu-se que hipoclorito de sddio € a solugdo de escolha como higienizador de
proteses quando comparado com a clorexidina a 4%, porque essa solugdo nao
apenas matou C. albicans, mas também removeu o biofilme da superficie da resina
acrilica.

Orsi et al. (2011) avaliaram a eficacia de solugdes quimicas (hipoclorito de
sédio 1% e 2% e glutaraldeido 2%) na desinfeccédo da superficie interna de resinas
acrilicas termopolimerizaveis. Foram confeccionados 250 corpos de prova
retangulares de resina acrilica termopolimerizavel, distribuidos em cinco grupos
correspondentes a cepas microbianas (Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans, Streptococcus mutans e Enterococcus faecalis). Apos
a contaminacgao, as amostras foram imersas nas solugdes por 5, 10 e 15 minutos. A
cepa E. faecalis foi a mais resistente as solucdes desinfetantes. Para a desinfecgao
por 5 minutos, o glutaraldeido foi o mais efetivo. Na desinfecg¢ao pelo periodo de 10
minutos, ndo houve diferenca entre as solugdes. Para a desinfecgcéo por 15 minutos,
o hipoclorito a 1% e o glutaraldeido foram mais efetivos que o hipoclorito de sédio a
2%.

Rossato et al. (2011) avaliaram e compararam a eficacia de 6 métodos de
higiene de proteses na remogéo de biofilme. Quinze estudantes voluntarios foram
aleatoriamente divididos em 6 grupos. Foram confeccionados aparelhos ortodénticos
removiveis superiores, 0os quais eram usados durante 24 horas, sem higienizagao.
Apods esse periodo, os aparelhos foram submetidos aos seguintes procedimentos de
higiene: P1: enxague em agua corrente por 20 segundos; P2 e P3: imersdo em
peréxido alcalino (Corega Tabs) durante 5 e 30 minutos, respectivamente; P4:
escovagao com agua e sabonete liquido por 40 segundos; P5: imersdo em
hipoclorito de sodio a 0,5% por 10 minutos; P6: imersdo em solugao de cloro de uso
doméstico (Q'Boa) por 10 minutos, durante um periodo de 6 semanas. Apos 0s
procedimentos de higiene, os aparelhos ortoddnticos foram corados e fotografados
para mensuracao da area coberta por biofilme. A imersdo em hipoclorito de sddio a
0,5% por 10 minutos foi o melhor método na remogao de biofilme, seguido pela

solugdo de cloro de uso domeéstico por 10 minutos e escovagdo com agua e
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sabonete liquido. Imersdo em CoregaTabs por 30 minutos teve um efeito
semelhante a escovagao com agua e sabonete. O enxague da prétese apenas em
agua corrente resultou em um maior acumulo de biofilme.

Kumar et al. (2012) testaram a eficacia de 2 higienizadores de dentaduras
disponiveis no mercado e 2 produtos domésticos sobre a adesdao de Candida
albicans na resina acrilica da base das proteses totais. Cinquenta espécimes de
resina acrilica (10 x 10 x 2 mm) foram confeccionados, esterilizados e divididos em 5
grupos: (1) Clinsodent (lauril sulfato de sédio em pd); Fittydent (hipoclorito de sddio
em pastilhas); (3) vinagre (acido acético a 4%); (4) vinagre diluido em agua (1:2) e
(5) agua (controle). Apds incubagdo em meio de cultura Sabouraud inoculado com
C. albicans, por 16 horas a 37°C, os espécimes foram lavados e imersos nos
higienizadores avaliados por 8 horas. Apds esse periodo, os espécimes foram
lavados, fixados com metanol e corados com cristal violeta. As células de Candida
aderidas foram contadas por meio de microscépio. Todos os higienizadores testados
apresentaram eficacia sobre a redugdo do numero de células de C. albicans
aderidas, porém os higienizadores de proteses totais disponiveis no mercado
(Fittydent e Clinsodent) foram mais efetivos que os produtos domésticos (vinagre e
vinagre diluido).

Pellizzaro et al. (2012) analisaram a efetividade da escovagao associada a
diferentes solugcbes na eliminacdo de biofime de Candida albicans. Foram
confeccionados 90 espécimes de resina acrilica, esterilizados e inoculados com uma
suspensao de C. albicans. Apds incubacdo, os espécimes foram aleatoriamente
divididos em 10 grupos, sendo que 5 grupos foram submetidos a escovagéo
mecanica, por 90 segundos, com agua ou agentes de limpeza (agua destilada,
dentifricio, digluconato de clorexidina a 2%, hipoclorito de sddio a 1% e Polident); 4
grupos foram apenas imersos nos agentes de limpeza, durante 90 segundos e 1
grupo controle (imersdo em agua destilada, por 90 segundos). A viabilidade celular
foi verificada pelo teste XTT. Todos os grupos submetidos a escovagao associada
aos agentes de limpeza apresentaram reducgado significantemente superior na
viabilidade do biofilme quando comparada a exposi¢cao dos espécimes as solugdes.
Escovacdo com clorexidina a 2% e hipoclorito de sddio a 1% reduziram 100% a
viabilidade do biofilme. A imersdo nos agentes de limpeza resultou em redugéo na
viabilidade celular, com clorexidina a 2% sendo o mais efetivo. A utilizacdo de

agentes de limpeza em associagdo ao método de escovagao mostrou ser efetivo na
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remocgao do biofilme de C. albicans, sendo as solugdes de clorexidina e hipoclorito
de sodio as mais efetivas.

Peracini (2012) avaliou o efeito de solugdes higienizadoras de proéteses totais,
quanto ao controle do biofilme. Trinta e dois desdentados totais foram orientados a
escovar suas proteses, por meio de escova Denture e sabonete liquido, 3 vezes ao
dia e imergi-las, durante o periodo noturno (overnight), nas solugdes: (1) Controle:
agua natural; (2) Pastilha Corega Tabs; (3) Hipoclorito de sodio a 0,5%. Cada
solucgédo foi utilizada por 21 dias, ou seja, 3 ciclos de 7 dias. Ao final de cada ciclo, a
superficie interna da prétese total superior foi evidenciada com vermelho neutro a
1% e fotografada. As areas total e corada com biofilme foram medidas (Image Tool
3.0). Os resultados mostraram que a imersdo em hipoclorito de sédio a 0,5% foi mais
efetiva, pois promoveu uma remocgéao significativa do biofilme das proteses totais,

quando comparado ao controle e a pastilha.

2.2. Solucéo a base de mamona (Ricinus communis)

Atualmente, embora seja produzida uma larga escala de drogas antifungicas
e antibacterianas para o tratamento de diversas doengas de origem microbiana, o
uso de fitoterapicos tem-se intensificado em varios paises do mundo, principalmente
no Brasil, que possui uma flora rica e diversa. Diversas plantas silvestres sao
conhecidas por suas propriedades medicinais e antimicrobianas e, em fung¢ao disso,
grandes esforgos tém sido direcionados na busca de métodos alternativos, seguros
e de baixo custo. A associacdo de plantas medicinais e dentifricios ou colutérios
bucais tem sido proposta por varios estudos e diversos extratos de plantas foram
testados com o objetivo de reduzir a atividade de micro-organismos comensais na
cavidade bucal (Modesto et al., 2001).

A mamoneira (Ricinus communis) € um arbusto exotico de origem tropical,
resistente a seca e exigente em calor e luminosidade, pertencente a familia
Euphorbiaceae. Devido as caracteristicas climaticas, recursos naturais e extensao
territorial para o plantio, o Brasil tem uma das mais vastas areas cultivadas com
Ricinus communis do mundo (Meneghin et al., 2006).

A semente de mamona é constituida de 75% de améndoa e 25% casca, em
meédia. O teor de 6leo nas sementes situa-se, entre 35% e 55%. Praticamente toda a

producdao da mamona € industrializada, obtendo-se como produto principal o 6leo e
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como subproduto, a torta, que vem sendo utilizada como adubo orgénico, pois se
trata de uma excelente fonte de nitrogénio, fésforo, potassio e calcio. A extragao do
Oleo é feita a partir da semente completa ou da baga, através de prensagem, a frio
ou a quente, ou extragao por solvente. O 6leo da mamona é o mais importante
constituinte da semente de mamona, sendo o acido ricinoleico o seu maior
componente. Esse 6leo constitui a substancia precursora de um polimero e de uma
solugdo composta por ésteres do acido ricinoleico, denominada detergente do 6leo
de mamona (Costa et al., 2004). Também conhecido como 6leo de ricino, pode ser
considerado como poliol natural, por conter trés radicais hidroxilas passiveis de
serem usados na sintese de polimeros (Leonel et al., 2004).

Ricinus communis € considerada uma oleaginosa de alto valor econémico
devido as inumeras possibilidades de aplicacdo na area industrial. O 6leo de ricino
pode ser usado em varios processos industriais, como a fabricagdo de tintas,
corantes, anilinas, desinfetantes, germicidas, Oleos lubrificantes de baixa
temperatura, colas e aderentes, base para fungicidas e inseticidas, tintas de
impressao e vernizes, além de nylon e matéria plastica (Costa et al., 2004). O dleo
pode ainda ser utilizado na produgcdo de biodiesel e como base na manufatura de
cosméticos e de muitas drogas farmacéuticas (Costa et al., 2004; Oliveira et al.,
2005). Recentemente, foram descobertas suas propriedades bactericidas,
esterilizantes (Mazzer et al.,, 1994) e anti-inflamatérias, apresentando potencial
osteogénico e cicatrizante (Garcia et al., 2008).

Além da crescente utilizagdo da fitoterapia na area médica, tem-se verificado
um importante avango de estudos na area odontologica. Devido aos resultados de
estudos de biocompatibilidade em Ortopedia (Beloti et al., 2003; Ignacio et al., 2002),
estudos odontolégicos tem relatado a viabilidade do uso de materiais derivados de
Ricinus communis para reconstrucido oOssea e reparo de defeitos intradsseos,
elevagcdo do assoalho do seio maxilar e preenchimento de alvéolo dentario,
promovendo sitio adequado para a colocacdo de implantes e pinos metalicos
(Carvalho et al., 1996; Calixto et al., 2001).

O detergente a base de mamona foi desenvolvido pelo Instituto de Quimica
de Sao Carlos da Universidade de Sao Paulo, em 1984 (Ferreira et al., 2002). Desde
entado, tem sido estudado na odontologia, principalmente nas areas de Endodontia

(Endoquil) e Periodontia (Perioquil), devido a sua atividade bacteriostatica.
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Em Endodontia, um detergente derivado do o6leo de ricino foi desenvolvido
para a utilizagdo na irrigagdo de canais radiculares. Ferreira et al. (1999)
compararam, in vivo, a atividade antimicrobiana de trés irrigantes endoddnticos
(papaina gel a 0,4%; detergente de mamona a 3,3% e hipoclorito de sddio a 0,5%)
sobre anaerdbios e estreptococos presentes em dentes com necrose pulpar e lesao
periapical visivel radiograficamente. Apos o acesso cavitario, uma primeira colheita
foi realizada com o auxilio de cones de papel absorvente. As trés solucdes
irrigadoras foram usadas para o preparo biomecanico. Apds 72 horas, uma segunda
colheita foi realizada, também, sob condi¢gbes assépticas. A contagem do numero de
unidades formadoras de colbnias foi realizada com o auxilio de um microscopio
estereoscoépico. O detergente a base de mamona e o hipoclorito de sédio a 0,5%
apresentaram atividades antimicrobianas similares, no que se refere a redugao do
numero de anaerdbios, S. mutans e estreptococos; enquanto que a papaina gel
apresentou uma baixa atividade antimicrobiana aos micro-organismos testados.
Concluiu-se que o detergente a base de mamona e o hipoclorito de sédio sao
eficazes como agentes antimicrobianos e podem ser utilizados no tratamento de
canais radiculares com necrose pulpar.

lto et al. (1999) determinaram a diluicdo inibitéria maxima (DIM) de
detergentes derivados do 6leo de mamona (B-RL 20 e B-RL 50), contra oito cepas
de cocos gram positivos, quatro de bacilos gram negativos e uma de levedura.
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri e Enterobacter
agglomerans nao foram inibidos por ambos os detergentes. A DIM para Candida
albicans foi 80 e 40 para B-RL 20 e B-RL 50 respectivamente, enquanto que, para
0S micro-organismos Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus, foi de 1280
para ambos. Para os cocos gram positivos Micrococcus luteus, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis e Enterococcus faecalis, a DIM foi de 40 para o
detergente B-RL 20; e de 20 para o B-RL 50. Os autores concluiram que o
detergente derivado do 6leo de mamona ndo tem agao sobre gram negativos, mas
apresenta agao antimicrobiana contra gram positivos e leveduras, podendo ser
utilizado como antisséptico ou desinfetante.

Pécora et al. (2000) observaram o efeito do detergente derivado da mamona
e do gel de papaina sobre a permeabilidade dentinaria radicular e concluiram que o
detergente derivado da mamona a 3,3%, o gel de papaina a 0,4% e a solugao de

hipoclorito de sédio a 0,5% promoveram um aumento da permeabilidade dentinaria.



Revisjo de Literatura | 65

Leonardo et al. (2001) avaliaram, in vitro, a atividade antimicrobiana de trés
irrigantes endodonticos (detergente a base de mamona Endoquil; gluconato de
clorexidina a 2,0% e hipoclorito de sodio a 0,5%) contra cocos gram positivos,
bacilos gram negativos e fungos, frequentemente encontrados em infecgbes
endodénticas. A atividade foi avaliada por meio do método de difusdo em agar com
duas camadas, em que apos a solidificacdo da camada base de meio de cultura
(Brain Heart Infusion Agar) em placa de Petri, outra camada de meio de cultura
(Mueler Hinton Medium) contendo o inéculo era adicionada a camada base. Discos
de papéis absorventes, previamente imersos nas soluc¢des testadas, eram entao
posicionados em pontos equidistantes da placa. Apos a incubacgado, cloreto de
trifeniltetrazolio era adicionado para a posterior medicdo dos halos de inibigao.
Todas as colénias foram inibidas pelo gluconato de clorexidina a 2,0%; o Endoquil
foi eficaz contra gram positivos e o hipoclorito de sddio a 0,5% apresentou efeito
apenas sobre S. aureus.

Ferreira et al. (2002) determinaram, in vitro, o efeito do detergente a base de
mamona a 10% e de outros agentes antimicrobianos (hidroxido de célcio a 10%,
paramonoclorofenol canforado - PMCC e digluconato de clorexidina a 2%) sobre
bactérias anaerdbias presentes em infecgcbes endodoOnticas (Fusobacterium
nucleatum, Prevotella nigrescens, Clostridium perfringens e Bacterioides fragilis). A
técnica de diluicdo em caldos RCM (Reinforced Clostridial Medium) e BD (Brucella
Broth) foi utilizada para a avaliagdo das concentragcbes inibitéria minima e
bactericida minima para cada bactéria estudada. Todos os agentes antimicrobianos
testados apresentaram atividade antimicrobiana que variou para as diferentes
bactérias; no entanto, o digluconato de clorexidina foi o método mais eficaz, uma vez
que obteve as mais baixas concentracdes inibitdria minima e bactericida minima. O
detergente a base de mamona foi o segundo agente mais eficaz, seguido pelo
PMCC e pelo hidréxido de calcio.

Siqueira (2005) avaliou, in vivo, o efeito antimicrobiano do hipoclorito de sodio
a 1%, da clorexidina a 2% e do detergente derivado do 6leo de mamona a 10%
(Endoquil) na irrigacdo de canais radiculares de 18 dentes anteriores superiores
humanos com necrose pulpar e lesdo periapical visivel radiograficamente. Apos os
procedimentos de antissepsia, realizou-se a abertura coronaria e a 12 colheita
microbioldgica, utilizando quatro cones de papel esterilizados. A instrumentacéao foi

efetuada juntamente com a aplicacdo de cada uma das solugdes irrigadoras. Em
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seguida, realizou-se a neutralizagdo das substancias antimicrobianas e a 22 colheita
microbiologica. Decorridas 72 horas, efetuou-se a 3 colheita. Foram obtidas as
diluicdes decimais seriadas e as amostras foram semeadas no meio Tryptic Soy
Agar e incubadas em aerobiose e anaerobiose para contagem das unidades
formadoras de col6nia. Os resultados mostraram que o aumento do numero de
bactérias da 12 para a 32 colheita evidenciou que s6 o preparo biomecanico do canal
radicular nao foi suficiente para conter a recolonizagao bacteriana; em relagao a 22
colheita, as trés substancias irrigadoras se comportaram de maneira semelhante na
reducdo do numero de micro-organismos; em relagdo a 32 colheita em anaerobiose,
a clorexidina a 2% e o detergente derivado do 6leo de mamona a 10% foram
significativamente melhores que o hipoclorito de sdédio a 1%, quanto a presenca
bacteriana.

Medici e Froner (2006) avaliaram, por meio de microscopia eletrbnica de
varredura, a efetividade dos irrigantes endoddnticos na remogao da smear layer das
paredes dos canais radiculares instrumentados. Os irrigantes endodénticos
utilizados foram: solugdo de hipoclorito de sédio a 1%; solugdo de hipoclorito de
sédio a 1% misturado ao EDTAC a 17%; gel de clorexidina a 2% e gel de Ricinus
communis. Fotomicrografias dos tergcos médio e apical foram avaliadas com o auxilio
de software (Fotoscore - versdo 2.0). Os resultados indicaram que a mistura da
solugéo de hipoclorito de sddio e EDTAC removeu eficientemente a smear layer das
paredes dentinarias. A capacidade de debridamento do gel de clorexidina e gel de
Ricinus communis foi comparavel ao hipoclorito a 1%, porém nenhum deles
removeu completamente a smear layer.

Meneghin et al. (2006) avaliaram, por meio de analise morfologica e
morfométrica, a capacidade de limpeza promovida pela instrumentacdo rotatéria
com limas Ni-Ti e irrigagdo com diferentes solugdes. Vinte e sete pré-molares
inferiores foram distribuidos em trés grupos, de acordo com a solugao irrigante
utilizada: Grupo |: agua destilada e deionizada; Grupo Il: NaOCIl a 1% e Grupo lll:
detergente derivado do 6leo de mamona (Ricinus communis) a 3,3%. Durante o
preparo biomecanico, a irrigagao era realizada a cada troca de instrumento com 2
mL de solugéo irrigante, totalizando um volume de 20 mL para cada dente. Apds o
preparo biomecanico, os tergcos apicais dos dentes foram submetidos ao
processamento histolégico. Os espécimes foram analisados em microscopio 6ptico

(40X) conectado a um computador. As imagens foram submetidas a analise
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morfométrica por meio de uma grade de integragdo. A porcentagem de debris
presente no tergo apical dos canais foi calculada. Os resultados evidenciaram que
nao houve diferengca estatisticamente significante entre os grupos irrigados com
NaOCIl a 1% e detergente de mamona a 3,3%. Ambos os produtos apresentaram
menor porcentagem de debris no terco apical, sendo 8,49% e 10,11%,
respectivamente. O grupo irrigado com agua destilada e deionizada apresentou a
maior porcentagem de debris (15,58%), sendo estatisticamente diferente dos outros
grupos experimentais. Os autores concluiram que o detergente de mamona a 3,3%
apresentou efetividade semelhante ao NaOCI| a 1% na remocgado de debris dos
canais radiculares.

Em relagc&o a higienizag&o das proteses totais, Pisani et al. (2010) avaliaram,
in vitro, o efeito das seguintes solugdes: agua destilada; hipoclorito de sodio 1% e
solucdo de mamona a 2% sobre as propriedades das resinas acrilicas
(termopolimerizada e polimerizada por micro-ondas). Foram obtidos 30 corpos de
prova circulares de cada uma das resinas para a avaliacido da alteracdo de cor e
dureza e 60 corpos de prova retangulares de cada resina para a avaliacdo da
resisténcia a flexdo e rugosidade, os quais foram aleatoriamente divididos em 3
grupos, de acordo com a solugdo de imersao testada. Foram avaliadas as seguintes
propriedades: dureza Knoop, alteragdo de cor, rugosidade e os ensaios foram
realizados apds obtengdo dos espécimes (baseline) e apds 15 e 183 dias, simulando
3 anos de imersdes diarias de 20 minutos e 18 meses de imersdes diarias de 8
horas, respectivamente. As solugdes de hipoclorito de sédio e mamona causaram
alteracbes nas propriedades analisadas, porém o hipoclorito mostrou melhores
resultados quando comparado com a mamona. Quando considerados os periodos
de imersdo, ambos causaram alteracdes nas propriedades.

Andrade (2011) avaliou a eficacia de uma solugdo a base de mamona
(Ricinus communis) a 2% na remog¢ao do biofilme de préteses totais, comparando-a
com dois produtos disponiveis no mercado (hipoclorito de sédio a 1% e peréxido
alcalino). Cinquenta usuarios de proteses totais superiores foram instruidos a
escovar suas proteses apds as refeicdes e imergi-las, uma vez ao dia, por um
periodo de 07 dias, nas seguintes solug¢des: (A) Controle: soro fisiolégico (20
minutos); (B) peréxido alcalino Polident (3 minutos); (C) hipoclorito de sédio a 1% (20
minutos) e (D) solugdo a base de mamona (20 minutos). Para a quantificacédo do

biofilme, antes (baseline) e apds o uso de cada produto, as superficies internas das
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préteses totais superiores eram evidenciadas, fotografadas e o biofilme corado era
quantificado com auxilio de um software (Image Tool 3.0). O soro fisioldgico
apresentou as maiores porcentagens de biofilme, a solugdo a base de mamona
(Ricinus communis) e a pastilha a base de peréxido alcalino (Polident) apresentaram
resultados intermediarios e o hipoclorito de soédio a 1% promoveu a mais baixa
percentagem de biofilme. Concluiu-se que a solugdo a base de mamona (Ricinus
communis) foi eficaz quanto a propriedade de remogédo de biofilme, podendo ser
utilizado como higienizador de préteses totais.

Malheiros-Segundo (2011) avaliou, in vivo, a eficacia de métodos de higiene
na remocgédo do biofilme da protese total inferior reembasada com reembasador
resiliente. Trinta pacientes tiveram suas proteses inferiores reembasadas e,
aleatoriamente, distribuidos em 3 grupos: (A) Método mecénico: escovagao com
dentifricio (Corega Brite) e escova (Johnson & Johnson) especificos para protese
total; (B) Método quimico: imersdo em solu¢do a base de Ricinus communis a 2%;
(C) Método associado (A+B). Para a quantificacdo do biofilme, a superficie interna
da protese total inferior foi evidenciada (Fluoresceina sédica a 1%) e fotografada,
ap6s 15, 30 e 60 dias de utilizacdo dos métodos. As areas, total da protese e a
corada (biofilme), foram mensuradas por meio de um software (Image Tool 3.0), e a
analise microbiolégica foi realizada pela técnica de hibridizagdo de DNA
checkerboard. Para a avaliacdo qualitativa do material reembasador, foram
atribuidos escores, em funcdo da apresentacdo do material apdés os periodos
avaliados. Apds 60 dias, o acumulo de biofilme foi maior que apds 15 e 30 dias de
utilizacdo dos métodos. As proteses higienizadas pelo método mecanico
apresentaram a menor porcentagem de area de biofime e o menor nivel de
degradagdo do reembasador; e 0 método quimico apresentou maior eficacia na
diminuicdo de contagem de micro-organismos, inclusive nas espécies de Candida
testadas (C. albicans, C. glabrata, C. dubliniensis, C. krusei e C. tropicalis) e S.
mutans.

Leite (2012) testou um dentifricio experimental a base de mamona para
higiene de préteses totais, por meio da analise microbioldégica frente a micro-
organismos especificos (S. aureus, E. coli, S. mutans, E. faecalis, C. albicans, C.
glabrata e B. subtilis). Foram obtidos dentifricios experimentais a 1, 2, 5 e 10%, cuja
acao antimicrobiana pelo método do pocgo difusdo em agar foi avaliada em

comparagdo com dentifricios comerciais (Colgate, Trihydrall e Dentu-Creme),
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mostrando que nenhum dentifricio experimental foi efetivo contra E. coli e espécies
de Candida e a concentragao de 10% resultou nas maiores médias dos didmetros
dos halos de inibigdo frente aos demais micro-organismos. A agao antimicrobiana do
dentifricio experimental a 10% foi entdo analisada pelo método de formagédo de
biofilme sobre espécimes de resina acrilica. Apés a contaminacao, os espécimes
foram escovados manualmente por 60 segundos com agua (controle) e os
dentifricios: (A) Colgate; (B) Experimental a 10%; (C) Dentu-Creme e (D) Trihydall e
imersos em meio de cultura liquido, o qual foi semeado em meio de cultura sdlido
especifico. A atividade antimicrobiana do dentifricio B variou em funcdo da cepa e
apresentou semelhanga a alguns dentifricios comerciais; houve reducédo de
UFC/10mL de todos os micro-organismos analisados, mostrando efetividade contra
E. faecalis, C. glabrata, E. coli e S. aureus, mas ndo houve diferenga
estatisticamente significante entre o dentifricio experimental e o grupo controle
positivo para B. subtilis, S. mutans e C. albicans. O autor salientou que alteracdes na
formulacdo do dentifricio experimental sdo necessarias para que se obtenha uma
maior agao antimicrobiana.

Pisani et al. (2012a) avaliaram a dureza Knoop, rugosidade e alteragao de cor
dos dentes artificiais de resina acrilica usados em proteses apds a imersdo em agua
destilada, hipoclorito a 1% e solugdo de Ricinus communis a 2%. Foram
confeccionados 90 espécimes, sendo 30 de cada marca diferente (Vipi, Biolux e
Trilux), e distribuidos em 3 grupos. Os dados foram coletados imediatamente apés o
preparo dos espécimes e apds imersdo de 15 dias (simulagdo de 3 anos de
imersdes diarias de 20 minutos) e 183 dias (simulagdo de 18 meses de imersdes
diarias de 8 horas). Na avaliacdo apos 15 dias de imersdo, a solugdo de Ricinus
communis causou aumento na dureza e na rugosidade, enquanto que a agua
destilada e o hipoclorito causaram diminuigdo da dureza e rugosidade; e quanto a
alteracao de cor, foram encontradas diferengas significantes apenas entre os dentes,
sendo que Biolux apresentou a menor alteracdo de cor. Ja na avaliacido apés 183
dias de imersdo, a solugdo de Ricinus communis foi significantemente diferente da
agua destilada e o hipoclorito de s6dio e causou a menor variagdo na dureza, e
quanto a rugosidade e cor, ndo foram encontradas diferengas significantes entre as
solucdes. Assim, todas as solugcdes e ambos os protocolos de imersao causaram

alteracdes nas propriedades analisadas.
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Pisani et al. (2012b) avaliaram a estabilidade de cor, dureza Shore A e
rugosidade de reembasadores resilientes de diferentes marcas (Elite Soft Relining e
Mucopren Soft), apds imersao em diferentes solu¢gdes. Foram obtidos 30 espécimes
de cada um dos reembasadores e divididos em 3 grupos, de acordo com a solugao
de imersao: agua destilada, hipoclorito a 1% e solugdo de Ricinus communis a 2%.
Inicialmente, os espécimes foram imersos em cada uma das solugdes por 7 dias,
simulando 18 meses de imersdes diarias de 20 minutos; por 15 dias, simulando 3
anos de uso diario de 20 minutos e 183 dias, simulando 18 meses de imersdes
diarias de 8 horas. Apds os periodos de imersao analisados, o reembasador Elite
Soft Relining apresentou maior alteragao de cor que o Mucopren Soft e o Mucopren
apresentou um aumento da dureza maior que Elite Soft; maiores alteragdes de cor
foram causadas pelo hipoclorito. Ambos o0s materiais apresentaram maior
estabilidade apds imersao em Ricinus communis € a simulacao de 1 ano e meio com
imersoes diarias de 20 minutos apresentou melhores resultados que os demais para
os reembasadores resilientes.

Pinelli et al. (2013) compararam a efetividade de Ricinus communis (RC),
Nistatina (NYS) e Miconazol (MIC), no tratamento de idosos institucionalizados com
Estomatite Protética. Trinta idosos foram distribuidos, aleatoriamente, em 3 grupos:
MIC: aplicagao na forma de gel; NYS: aplicagdo com conta-gotas sobre a lingua; RC
(Perioquil): enxaguatério bucal, os quais foram usados 4 vezes ao dia. As avaliagdes
clinicas e micologicas foram realizadas antes do uso dos antifungicos (baseline) e
apdés 15 e 30 dias de tratamento. As analises clinicas foram feitas por meio do
exame das condi¢des da mucosa oral, por meio de fotografias do palato e a
classificagcdo da Estomatite Protética (Classificacdo de Newton). As analises
micolégicas foram feitas por meio de coleta de material da mucosa do palato e
Candida spp. foram quantificadas através de numero de Unidades Formadoras de
Coldnias (UFC/mL). Quanto a remissao dos sinais clinicos da Estomatite Protética, o
grupo NYS nao apresentou diferenga estatisticamente significante durante as
analises, enquanto os grupos MIC e RC mostraram melhora nos sinais clinicos da
estomatite entre o baseline e 0 30° dia e entre 0 15° e 0 30° dia. Nenhum dos grupos
mostrou reducgdo significante de UFC/mL durante as analises. Portanto, Ricinus
communis mostrou-se efetivo na remissdo dos sinais clinicos da Estomatite
Protética, sendo uma alternativa viavel para o tratamento de idosos

institucionalizados.



3. Proposicéo







Proposi¢io | 73

3. PropPosicAo

O objetivo deste estudo foi avaliar, por meio de estudo laboratorial e clinico, a
agao antimicrobiana de solugdes higienizadoras de préteses totais do tipo imersao a
base de hipoclorito alcalino em diferentes concentragdes (0,25 e 0,50%) e solugéo a
base de mamona (Ricinus communis) a 10%, frente aos seguintes micro-

organismos:

Andlise laboratorial (biofilme in vitro):
1. Pseudomonas aeruginosa;

Candida albicans;

Bacillus subtilis;

Staphylococcus aureus;

Streptococcus mutans;

Candida glabrata;

Escherichia coli;

© N O O K~ WD

Enterococcus faecalis.

Analise Clinica (biofilme in vivo):
1. Streptococcus mutans;
2. Candida spp.;
3. Gram negativos.






4—. Ma’cerl’al e Mé’codos







Material e Métodos |77

4. MaTeriaL E METODOS

4.1. Analise Laboratorial
4.1.1. Confeccéo dos corpos de prova
Foram obtidos 360 corpos de prova de resina acrilica termopolimerizavel a

partir de uma matriz metalica quadrangular (10 mm X 2 mm) (figura 1).

Figura 1. Matriz metalica quadrangular.

As matrizes metdlicas foram incluidas em muflas metdlicas convencionais
(Jon, Sao Paulo, SP, Brasil), com silicone de condensacédo de alta viscosidade
(Zetalabor, Zhermack S.p.A, Badia Polesine, Rovigo, Italy) e gesso pedra tipo Il
(Gesso Rio, Orlando Anténio Bussioli ME, Rio Claro, SP, Brasil). Em cada mufla
foram colocadas dez matrizes. Apds a presa do gesso, as muflas foram separadas,
as matrizes removidas dos moldes de silicone (figura 2) e o gesso foi entdo isolado
(Isolante para Gesso Cel-Lac, SS White Artigos Dentarios, Rio de Janeiro, RJ,

Brasil).
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Figura 2. Mufla com matriz em silicone.

A resina acrilica termopolimerizavel (figura 3 - Lucitone 550, Dentsply Ind.
Com. Ltda., Petrépolis, RJ, Brasil) foi manipulada (figura 4), segundo as instru¢des
do fabricante (propor¢ao pd/liquido: 21g/10mL) e inserida nos moldes (figura 5).
Apds fechamento da mufla, esta foi levada a uma prensa hidraulica (Protecni -
Protecni Equip. Med., Araraquara, SP, Brasil) para compactagao da resina a 1200
kgf, por 30 minutos (figura 6). Os corpos de prova foram polimerizados pelo método
convencional (em banho de agua) em polimerizadora automatica (Termocicler 100 -
Oficina de Precisdo, Faculdade de Odontologia de Ribeirdao Preto, USP, Ribeirdo
Preto, SP, Brasil) (figura 7), com imersao em agua a 73°C por 90 minutos, seguido
por um estagio de fervura por 30 minutos. Apos o resfriamento da mufla em
temperatura ambiente e demuflagem dos corpos de prova, estes foram imersos em
agua destilada e mantidos em estufa (Odontobras Ind. e Com. Equip. Med. Odont.
Ltda., Ribeirdo Preto, SP, Brasil) a 50°C por 24 horas para eliminagdo do monémero

residual.
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Tool- Classe |

wra Tomopolimerizivel

Figura 3. Resina Acrilica Termopolimerizavel Figura 4. Manipulacdo da resina (Lucitone
acrilica. 550).

Figura 5. Inclusdo de resina acrilica nos
moldes.

Figura 6. Posicionamento das muflas em
prensa hidraulica.
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Figura 7. Termopolimerizadora (Termocicler 100).

Em seguida, os corpos de prova receberam acabamento com fresa multi-
laminada (Maxi-cut, Malleifer AS, Ballaiguer, Suiga) em baixa rotagao, para remogao
dos excessos (figura 8) e polimento com lixas d’agua numeros 400 e 600 (Norton
Industria Brasileira, Sdo Paulo, SP, Brasil), em maquina politriz (Arotec, Aropol E,

Cotia, SP, Brasil) (figuras 9 e 10).

Figura 8. Acabamento dos corpos de prova com Figura 9. Polimento dos corpos de prova em
fresa. politriz.
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Figura 10. Corpo de prova em resina acrilica.

4.1.2. Esterilizagdo dos corpos de prova

Os corpos de prova foram distribuidos aleatoriamente, em grupos de 10 e 5
espécimes, colocados em Placas de Petri, imersos em agua destilada e submetidos
a esterilizagdo por meio de irradiagdo em forno micro-ondas (Panasonic, modelo
Perfect, 127V; 800W; 2450MHz), a 650W, durante 6 minutos de exposigao
(Neppelenbroek, 2005; Silva et al., 2006) (figura 11).

Figura 11. Esterilizagdo dos corpos de prova em micro-ondas.

4.1.3. Solugdes higienizadoras

Foram empregados 360 corpos de prova, sendo 240 experimentais (80 para
cada grupo experimental, correspondendo a 10 corpos de prova para cada um dos 8
diferentes micro-organismos) e 120 controles (80 para o grupo controle positivo e 40
para o grupo controle negativo).
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1) Grupo A: Imersdo em solug&o de hipoclorito alcalino a 0,25% (Inject Center,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil), por 20 minutos.

2) Grupo B: Imersdo em solugédo de hipoclorito alcalino a 0,5% (Inject center,

Ribeirdo Preto, SP, Brasil), por 20 minutos.

3) Grupo C: Imersdo em solugdo de mamona a 10% (Instituto de Quimica,

Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, SP, Brasil), por 20 minutos.

4) Grupo D (Controle Positivo): Imersdo em solugéo salina a 0,85% (Cloreto de
sédio P.A., Labsynth Produtos para Laboratério Ltda., Diadema, SP, Brasil),

por 20 minutos.

5) Grupo E (Controle Negativo): Sem contaminagdo e imersdo em solugao

salina.

4.1.4. Avaliacdo da agdo antimicrobiana
4.1.4.1. Contaminagdo dos corpos de prova e formagdo do
biofilme
Como revelador/indicador da eficacia das solugdes higienizadoras, foram
utilizadas 8 cepas microbianas (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Candida albicans, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Streptococcus mutans,
Enterococcus faecalis e Candida glabrata ), comumente empregadas no controle e
monitoramento da atividade antimicrobiana de biocidas e representativas da
microbiota encontrada na cavidade bucal e proteses dentarias (Cole; Robinson,
1996; Neppelembroek, 2005) (Tabela 1).
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Tabela 1. Identificacdo das cepas.

Caracteristicas

Micro-organismos Identificacéo ) o
Morfotintoriais
Staphylococcus aureus (S.a) ATCC 25923 Cocos gram-positivos
Escherichia coli (E.c) ATCC 25922 Bacilos gram-negativos
Streptococcus mutans (S.m) ATCC 25175 Cocos gram-positivos
Enterococcus faecalis (E.f) ATCC 29212 Cocos gram-positivos
Bacillus subtilis (B.s) ATCC 6633 Bacilos gram-positivos
Candida albicans (C.a) ATCC 10231 Leveduras
Candida glabrata (C.g) ATCC 2001 Leveduras
Pseudomonas aeruginosa (P.n) ATCC 27853 Bacilos gram-negativos

ATCC, American Type Culture Collection.

4.1.4.2. Meios de Cultura utilizados
4.1.4.2.1. Mueller Hinton Broth (HB)

Este meio foi utilizado para a preparagdo do indéculo microbiano e
contaminagao dos corpos de prova com P. aeruginosa, S. aureus, E. coli e B. subtilis
(incubacéao de 48h a 37°C). Para cada 21,0 g do meio de cultura desidratado Mueller
Hinton Broth (HiMedia Laboratories Pvt. Ltda., Mumbai, india) foram adicionados
1000,0 mL de agua destilada e esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos,
seguindo instrugdes do fabricante.

4.1.4.2.2. Mueller Hinton Agar (MHA)

Este meio foi utilizado para a semeadura da suspensao obtida apds a imersao
nas solugdes higienizadoras dos corpos de prova contaminados com P. aeruginosa,
S. aureus, E. coli e B. subtilis (24h a 37°C). Para cada 38,0 g do meio de cultura
desidratado Mueller Hinton (HiMedia Laboratories Pvt. Ltda., Mumbai, india) foram
adicionados 1000,0 mL de agua destilada e esterilizados em autoclave a 121°C por
15 minutos, seguindo as instru¢des do fabricante.

4.1.4.2.3.Sabouraud Dextrose Broth (SDB)

Este meio foi utilizado para a preparacdo do indéculo microbiano e
contaminagao dos corpos de prova com C. albicans e C. glabrata (48h a 37°C). Para
cada 30,0 g do meio de cultura desidratado Sabouraud Dextrose (HiMedia
Laboratories Pvt. Ltda., Mumbai, india) foram adicionados 1000,0 mL de &gua
destilada e esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos, seguindo as
instrucdes do fabricante.
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4.1.4.2.4.Sabouraud Dextrose Agar (SDA)

Este meio foi utilizado para a semeadura da suspensao obtida apds a
imersao nas solugdes higienizadoras dos corpos de prova contaminados com C.
albicans e C. glabrata (24h a 37°C). Para cada 65,0 g do meio de cultura desidratado
Sabouraud Dextrose Agar (HiMedia Laboratories Pvt. Ltda., Mumbai, india), foram
adicionados 1000,0 mL de agua destilada e, em seguida, esterilizados em autoclave
a 121°C por 15 minutos, seguindo instru¢des do fabricante.

4.1.4.2.5.SB 20-modificado

Este meio foi utilizado para a preparacdo do inoculo microbiano e
contaminagao dos corpos de prova com S. mutans (48h a 37°C). Para o preparo,
foram adicionados 15,0 g de casitona (HiMedia Laboratories Pvt. Ltda., Mumbai,
India), 5,0 g de extrato de levedura (HiMedia Laboratories Pvt. Ltda., Mumbai, india),
0,2 g de cisteina (Vetec Quimica Fina Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil), 0,1 g de
sulfito de sodio (Chemco Industria e Comércio Ltda., Hortolandia, SP, Brasil), 20,0 g
de acetado de sdédio (Dinamica Quimica Contemporanea Ltda., Diadema, SP,
Brasil), 200,0 g de sacarose (Dinamica Quimica Contemporanea Ltda., Diadema,
SP, Brasil) em 1000,0 mL de agua destilada, e, em seguida, esterilizados em
autoclave a 121°C por 15 minutos (Davey; Rogers, 1984).

4.1.4.2.6.Mitis Salivarius Agar Base (MS)

Este meio foi utilizado para a semeadura da suspensdo obtida apods a
imersao nas solugdes higienizadoras dos corpos de prova contaminados com S.
mutans (24h a 37°C). Para cada 90,0 g do meio de cultura desidratado Mitis
Salivarius Agar Base (HiMedia Laboratories Pvt. Ltda., Mumbai, india), foram
adicionados 1000,0 mL de agua destilada e esterilizados em autoclave a 121°C por
15 minutos. Apds o resfriamento do meio de cultura a uma temperatura entre 50-
55°C, foi adicionado 20% de sacarose (Sacarose P.A., Labsynth Produtos para
Laboratorio Ltda., Diadema, SP, Brasil) e 1% de Bacitracina.

4.1.4.2.7.Tryptone Soya Broth (TSB)

Este meio foi utilizado para a preparacdo do in6culo microbiano e
contaminagao dos corpos de prova com E. faecalis (48h a 37°C). Para cada 30,0 g
do meio de cultura desidratado Tryptone Sya Broth (HiMedia Laboratories Pvt. Ltda.,
Mumbai, india) foram adicionados 1000,0 mL de &gua destilada e esterilizados em
autoclave a 121°C por 15 minutos, seguindo as instrugdes do fabricante.
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4.1.4.2.8.Tryptone Soya Agar (TSA)

Este meio foi utilizado para a semeadura da suspensao obtida apds a imersao
nas solugdes higienizadoras dos corpos de prova contaminados com E. faecalis (24h
a 37°C). Para cada 40,0 g do meio de cultura desidratado Tryptone Soya Agar
(HiMedia Laboratories Pvt. Ltda., Mumbai, india), foram adicionados 1000,0 mL de
agua destilada e esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos, seguindo

instrucdes do fabricante.

4.1.4.2.9. Agar Manitol Salgado (AMS)

Este meio foi utilizado para a semeadura da suspensao obtida apds a imersao
nas solugdes higienizadoras dos corpos de prova contaminados com S. aureus (24h
a 37°C). Cada 111,0 g do meio de cultura desidratado Agar Manitol Salgado
(HiMedia Laboratories Pvt. Ltda., Mumbai, india) foram dissolvidos em 1000,0 mL de
agua destilada e esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos, seguindo

instrucdes do fabricante.

4.1.4.2.10. Letheen Broth (LB)

Este meio de cultura foi utilizado para a avaliagdo de esterilidade (Controle
negativo) e confirmagao da contaminagao, por “submersao”, dos corpos de prova
com os micro-organismos estudados (Controle positivo). Para cada 25,7 g do meio
de cultura desidratado Letheen Broth (Difco Laboratories Inc., Detroit, Michigan,
EUA) foram adicionados 1000,0 mL de agua destilada. O meio de cultura foi
distribuido em aliquotas de 10,0 mL para cada tudo de ensaio, que posteriormente
foram tampados e esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos, seguindo as

instrucdes do fabricante.

Para padronizagdo dos inoculos selecionados, os micro-organismos foram
adicionados a solugédo salina a 0,85%. A turvagdo da suspensao microbiana foi
verificada seguindo a escala de McFarland (10° UFC/mL para as leveduras e 10°
UFC/mL para as bactérias) obtida em espectofotdbmetro, com a leitura da
absorvancia entre 0,08 a 0,1, em comprimento de onda de 625 nm. Em seguida, foi
realizada a inoculagdo do meio de cultura a uma concentracéo de 1% (figuras 12 A e
12 B).
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Figuras 12 A e 12 B. Inoculagédo do meio de cultura.

Em caémara de fluxo laminar (Pachane, Pa 400-ECO, Piracicaba, SP, Brasil),
10 corpos de prova de cada grupo foram distribuidos em placas para cultura de
células, com 24 pogos (Techno Plastic Products, Trasadingen, Suiga) (figura 13).
Para o grupo controle negativo, apenas 5 corpos de prova foram colocados na placa.

Cada pocgo recebeu 1 mL de meio de cultura especifico para cada micro-
organismo avaliado inoculado (figura 14), com excegao do grupo controle negativo, o
qual recebeu 1 mL de meio de cultura estéril. Apds periodo de incubagdo de 1 hora
e 30 minutos, a 37°C, sob agitagao de 75 rpm, em estufa bacterioldgica (Incubadora
Shaker, Mod. CE-320, CienLab, Campinas, SP, Brasil) (figura 15), cada corpo de
prova foi lavado com solugao salina a 0,85% a fim de remover os micro-organismos
fracamente aderidos a superficie dos corpos de prova (figura 16). A seguir, foi
acrescentado 1 mL de meio de cultura estéril em cada poco (figura 17), e as placas
foram novamente incubadas a 37°C, sob agitacéo, por 48 horas, periodo esse
necessario para a maturacéo do biofilme (Marra et al., 2012).

Figura 13. Distribuicdo dos corpos de prova em placa
para cultura de células.
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Figura 14. Inser¢cdo do meio de cultura Figura 15. Incubacao em estufa bacteriologica.
contaminado nos pogos da placa
de cultura.

Figura 16. Lavagem dos corpos de prova com Figura 17. Colocacéo de meio de cultura estéril.
solugao salina.

4.1.4.3. Aplicagdo dos métodos de higiene

Apods esse periodo, os corpos de prova foram submetidos aos procedimentos
de higiene.

Com uma pinga esterilizada, cada um dos espécimes foi transferido da placa
contaminada para tubos de polietiieno com tampa rosqueavel, contendo 5 mL da
solugéo higienizadora - hipoclorito alcalino a 0,25%, 0,5%, mamona a 10% ou
solugao salina (figuras 18 e 19). Os tubos foram levados para a incubadora com
agitacao de 75 rpm, a 37°C, onde ficaram por 20 minutos (figura 20). Apds esse
periodo, os corpos de prova foram enxaguados por 3 vezes em salina, com o
objetivo de remover possiveis resquicios das solu¢des higienizadoras utilizadas, e
colocados em tubos de ensaio de vidro contendo 5 mL de meio Letheen (meio de
cultura utilizado para a avaliagdo de esterilidade e confirmagado da contaminagao)
(figura 21).
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Figuras 18 e 19. Transferéncia dos corpos de prova contaminados para meios de imerséo.

Figura 20. Imersao dos corpos de prova nas solugbes higienizadoras.

Figura 21. Transferéncia dos corpos de prova para o meio Letheen.
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No caso do Controle Negativo, os corpos de prova foram retirados da placa
de cultura, lavados com solugao salina e transferidos aos tubos de ensaio contendo

0 meio de cultura Letheen.

4.1.4.4. Semeadura em meio de cultura
O conjunto tubo de ensaio/corpo de prova foi agitado por 20 minutos em uma
cuba de ultrassom (Altsonic, Clean 9CA, Ribeirdao Preto, SP, Brasil) visando o
desprendimento de qualquer célula microbiana aderida ao corpo de prova para a

solucgdo resultante (figura 22).

Figura 22. Tubos de ensaio no ultrassom.

Para a semeadura dos meios de cultura especificos em placas de Petri, para
cada micro-organismo, a solugao contida nos tubos de ensaio foi diluida. Para isso,
os tubos de ensaio foram individualmente agitados em agitador mecéanico (Phoenix®
— AP56, Ind. E Com. de Equip. Cientificos Ltda, Araraquara, SP, Brasil) (figura 23) e
uma aliquota de 50 uL da suspensao (figura 24) foi semeada em placa de Petri, ou
seja, sem diluicao (10°) (figura 25). A seguir, outra aliquota de 50 uL foi transferida
para um microtubo, tipo eppendorf, contendo 450 uyL de solugédo salina a 0,85%
(figura 26), obtendo-se uma suspenso diluida (107"), a qual foi semeada (figura 27)
e outra aliquota dessa solugédo foi diluida em outro eppendorf contendo salina,

obtendo-se assim diluicdo de 102. Esse procedimento foi realizado 3 vezes,
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resultando-se em diluicdes seriadas de 107, 102 e 102, As aliquotas de cada
diluicdo foram semeadas em placas de Petri contendo os meios de cultura
especificos para cada micro-organismo e incubadas a 37°C por 24 horas em estufa

microbioldgica.

Figura 23. Tubo de ensaio em agitador mecanico.

Figura 24. Aliquota da suspensao do meio. Figura 25. Semeadura de aliquota sem diluicdo
(10°).



Material e Métodos | 91

Figura 26. Diluigao do meio em solugdo salina. Figura 27. Diluicbes semeadas em meio

especifico.

Para o S. mutans e E. faecalis, a incubacao foi realizada em microaerofilia —
baixa concentragcdo de oxigénio necessaria para o desenvolvimento desses micro-
organismos — por meio de jarras apropriadas (Jarra Anaerébia Acrilica 3,5 L,
Permution, E. J. Krieger & Cia. Ltda, Curitiba, PR, Brasil) (figura 28).

Figura 28. Placas de Petri semeadas e incubadas em microaerofilia.
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Apos periodo de incubagédo, o numero de colbnias de cada duplicata foi
contado, com o auxilio de uma lupa microscopica (Nikon, modelo 86786, Toékio,
Japéao). Para o calculo das Unidades Formadoras de Colénia (UFC/mL) para cada
micro-organismo analisado, foi considerada a diluigdo em que o niumero de coldnias

variou entre 1 e 300 e utilizou-se a seguinte formula:

n: valor absoluto da diluicéo (0, 1, 2
ou 3);

UFC/mL = n°de coldnias x 10" , sendo: | q: quantidade, em mL, pipetada para
cada diluigdo quando da semeadura
q (0,05)

Os tubos de ensaio contendo os corpos de prova imersos em meio Letheen
foram incubados a 37°C por 24 horas em estufa e a turvagado do meio foi avaliada e
comparada a presenga ou auséncia do crescimento de micro-organismos nas placas
semeadas. A turvagdo do meio indicou o crescimento de micro-organismos.

O grupo controle positivo teve como objetivo confirmar a contaminagédo com
0S micro-organismos, enquanto que o controle negativo foi utilizado para comprovar

as condigbes de assepsia dos corpos de prova e dos procedimentos (figura 29).

Figura 29. A esquerda, turvagao negativa (controle negativo) e a direita,
turvacao positiva (controle positivo).
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4.2. Analise Clinica
A acdo antimicrobiana foi avaliada por meio da contagem de Unidades
Formadoras de Col6nia (UFC) de Streptococcus mutans, Candida spp. e gram

negativos.

4.2.1. Selegcao dos Pacientes

O presente estudo teve inicio apdés a aprovagdo do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo (numero CAAE: 01371412.6.0000.5419 — Anexo A). O
recrutamento so foi possivel apds a compreensdo da natureza deste protocolo e
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B).

O estudo foi realizado com 64 pacientes desdentados totais atendidos na
clinica de Protese Total da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto (USP). Os
critérios de inclusdo foram: pacientes adultos, de ambos os géneros, de qualquer
idade, com bom estado de saude geral, totalmente edéntulos e usuarios de, pelo
menos, proteses totais superiores. As proteses deveriam apresentar base e dentes
artificiais confeccionados em resina acrilica e estar em uso por, no minimo, um ano.
Os critérios de exclusdo foram: préteses com menos de um ano de uso,
reembasamento, reparos ou fraturas.

O critério de retirada de pacientes da pesquisa foi o uso inadequado dos
produtos.

Os participantes receberam orientagbes, verbais e escritas (Anexo C), e
demonstragdes da utilizagdo do método mecanico de escovagao, de acordo com as
seguintes instrugdes:

1. Escovacéao das superficies das proteses totais por 2 minutos, 3 vezes ao dia,
apos as refeicbes (café, almogo e jantar), com escova especifica para
proteses totais (Bitufo®, Industria de Produtos de Higiene e Cosméticos Ltda.,
ltupeva, SP, Brasil) e sabonete liquido neutro (Pleasant, Perol Comercial e
Industrial Ltda., Ribeirdo Preto, SP, Brasil) fornecidos pelo pesquisador;

1.1. Manutencdo das proteses na palma da mao sobre uma pia contendo

agua ou sobre uma toalha umidecida, durante a escovagao;

1.2. Colocacado de, aproximadamente, 1 cm de sabonete liquido sobre as

cerdas da escova;
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1.3. Escovacéao de toda a superficie interna das proteses correspondente ao
rebordo alveolar, com a regido da escova com o menor conjunto de
cerdas; e escovacdo de todas as superficies interna e externa da
prétese, com a regido da escova com o maior conjunto de cerdas;

2. Enxague da cavidade oral com agua corrente.

ApOs a realizagdo do método mecanico (escovagao), os participantes foram
orientados a utilizar métodos quimicos de higienizagcdo de proéteses totais, por meio
de imersao por 20 minutos, uma vez ao dia, em recipiente contendo 200 mL das
seguintes solugdes (figura 30):

1) Solucdo 1: Solugédo de hipoclorito de sédio a 0,25% (Farmacia de
Manipulagéo Inject Center, Ribeirdo Preto, SP, Brasil);

2) Solucéo 2: Solugao de hipoclorito de sodio a 0,5% (Farmacia de Manipulagao
Inject Center, Ribeirao Preto, SP, Brasil);

3) Solucédo 3: Solugdo de mamona a 10% (Instituto de Quimica, Universidade
de Sao Paulo, Sédo Carlos, SP, Brasil);

4) Solucdo 4: Controle: Solugéo salina a 0,85% (Cloreto de sodio P.A,
Labsynth Produtos para Laboratério Ltda., Diadema, SP, Brasil).

Figura 30. Exemplo de “kit” entregue aos pacientes.
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Apos as imersdes, antes de inserir as préteses na cavidade oral, os pacientes
foram orientados a enxagua-las abundantemente em agua corrente.

Os métodos quimicos de higienizagao (solugbes) foram aplicados segundo
uma configuracao do tipo Quadrado latino ou Latin square (Tabela 2). Dessa forma,
todos os voluntarios utilizaram as quatro solu¢des higienizadoras, em uma
sequéncia aleatoria, por um periodo de 7 dias cada uma. No intervalo entre o
periodo de uso de cada produto, houve uma semana em que o paciente realizou a
higienizagcao de suas proteses, com escovagao, conforme orientagdes e utilizando a
escova especifica e sabonete liquido fornecidos, denominada wash out, de modo a
evitar que um efeito residual do primeiro produto utilizado pudesse interferir no
resultado do segundo produto, e assim por diante (efeito carry-over). Sendo assim, o
periodo experimental foi de 7 semanas: 7 dias para a Solu¢éo 1; 7 dias de wash out;
7 dias para a Solucao 2; 7 dias de wash out; 7 dias para a Solugao 3; 7 dias de wash
out e 7 dias para o Solugao 4.

A sequéncia de aplicagdo dos produtos foi randomizada (aleatorizada), para
que o processo de distribuicdo de alocacbes fosse obtido ao acaso, reduzindo

possiveis vieses na comparagao das solucdes.

Tabela 2. Sequéncia de solugdes de acordo com a configuragao do tipo Quadrado Latino.

Possiveis ordens:

Sequéncia I Il [ \
1 A B C D
2 B C D A
3 C D A B
4 D A B C

4.2.2. Evidenciagao e Eliminacé&o total do biofilme

Foram realizadas 5 colheitas das amostras de biofime de todos os
participantes, sendo a primeira executada antes da utilizacdo de qualquer um dos
produtos (Baseline), ou seja, no primeiro dia do experimento, e as demais, ao final
do uso de cada uma das solugdes. Apds as colheitas e apds periodo de wash out,
as proteses dos voluntarios eram higienizadas pelo pesquisador, de forma a

promover a total remocado do biofilme antes do inicio da utilizacdo dos produtos,
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garantindo as mesmas condigbes de todas as préteses, seguindo os seguintes

procedimentos:

1-

Apods a remocao da proétese total superior da cavidade oral do paciente, ela foi
enxaguada em agua corrente por 5 segundos e seca com jato de ar da
seringa triplice por 10 segundos;

A superficie interna (total) foi evidenciada com vermelho neutro a 1% (figura
31), com auxilio de um cotonete e, em seguida, a protese foi enxaguada por 5
segundos para remogao do excesso de evidenciador e seca com jatos de ar,
por 10 segundos (figura 32);

A prétese corada foi higienizada, por meio de escovagao (escova especifica
para proteses totais Bitufo®, Industria de Produtos de Higiene e Cosmeéticos
Ltda., ltupeva, SP, Brasil) e sabonete liquido neutro (Pleasant, Perol
Comercial e Industrial Ltda., Ribeirdo Preto, SP, Brasil) (figuras 33 A e 33 B),
pelo pesquisador e devolvida adequadamente limpa aos pacientes. Dessa
forma, foi garantido que todas as proteses apresentassem uma condigédo
padrao inicial imediatamente antes do inicio da utilizacdo dos métodos de

higiene preconizados.

Figura 31. Evidenciagdo do Biofilme. Figura 32. Biofilme evidenciado.
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Figuras 33 A e 33 B. Escovacao das proéteses para a eliminagéo total do biofilme.

4.2.3. Colheita microbiol6gica e semeadura

Para a colheita microbiolégica, a prétese era removida da boca do paciente,
colocada em recipiente identificado e levada até o Laboratério de Pesquisa em
Reabilitagdo Oral (Departamento de Materiais Dentario e Protese, Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto, USP). O biofilme da superficie interna das préteses
superiores era evidenciado com solugdo corante vermelho neutro a 1%, como
descrito anteriormente.

Cada protese foi colocada em uma placa de Petri esterilizada, em zona
asséptica e, em seguida, adicionados 10 mL de solugéo salina sobre a superficie da
mesma (figura 34). Com o auxilio de uma escova dental esterilizada de cerdas
macias Tek (Johnson & Johnson do Brasil Industria e Comércio de Produtos para
Saude Ltda., S. J. dos Campos, SP, Brasil), a protese foi submetida a escovacgao da
superficie interna, sendo apreendida com uma pinga esterilizada (figura 35),
segundo metodologia descrita por Panzeri et al. (2009). A escovagéao foi realizada
sempre pelo mesmo operador procurando atuar com a mesma frequéncia de
movimentos e durante um intervalo de tempo regular de dois minutos, em condi¢coes
assépticas. Para cada protese, foram utilizadas uma unica escova e uma unica pinga
clinica.

A suspensao obtida foi transferida, com o auxilio de uma pipeta esterilizada
(figura 36), para um tubo de ensaio estéril vazio (figuras 37 e 38). Este tubo foi

fechado em meio asséptico e o material imediatamente processado.
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Figura 34. Colocagéo da solugdo salina. Figura 35. Escovacédo da protese para colheita
do biofilme.

Figura 36. Pipetagem da solucéo. Figura 37. Transferéncia da solugao resultante
para tubo de ensaio.

Figura 38. Amostras coletadas.



Material e Métodos |99

Por fim, a suspensao resultante foi homogeneizada em agitador mecanico
(Phoenix®, AP56 Ind. E Com. de Equip. Cientificos Ltda., Araraquara, SP, Brasil)
(figura 39), por dois minutos, e diluicdes decimais seriadas foram obtidas (10°a 107).
Aliquotas de 50 pL de cada diluicao foram semeadas em placas de Petri contendo
Mitis Salivarius Agar Base (acrescido de 1% de Bacitracina e 20% de sacarose),
Chromagar® Candida e Mac Conkey Agar para a detecgdo de Streptococcus

mutans, Candida spp. ou gram negativo, respectivamente (figuras 40, 41 A e 41 B).

Figura 39. Homogeinizagéo. Figura 40. Aliquota da solugdo.

Figuras 41 A e 41 B: Semeadura em meios seletivos.
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4.2.4. Meios de Cultura

4.2.4.1. CHROMagar Candida
Este meio cromogénico e seletivo-diferencial foi utilizado para isolamento de
leveduras e fungos filamentosos, bem como identificagado, diferenciagao e contagem
do numero de Candida albicans, Candida krusei e Candida tropicalis. Foram
dissolvidos 47,7 g do meio de cultura desidratado (Difco Laboratories Inc., Detroit,
Michigan, EUA) em 1000,0 mL de agua destilada e, o conjunto aquecido até a sua
total dissolugéo, com frequente agitagao.

4.2.4.2. Mitis Salivarius Agar Base (MS)
Este meio foi utilizado para isolamento e contagem de S. mutans. Para cada
90,0 g do meio de cultura desidratado Mitis Salivarius Agar Base (HiMedia
Laboratories Pvt. Ltda., Mumbai, india), foram adicionados 1000,0 mL de &agua
destilada e esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos. Apos o resfriamento
do meio de cultura a uma temperatura entre 50-55°C, foram adicionados 20% de
sacarose e 1% de Bacitracina.

4.2.4.3. Mac Conkey Agar
Este meio seletivo e diferencial foi empregado para o isolamento de bactérias
Gram negativas. Foram dissolvidos 50,0 g do meio desidratado (Acumedia, Neogen,
Michigan, EUA) em 1000,0 mL de agua destilada, aquecidos com agitagéo frequente
até dissolugao total do meio e esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos.

A incubacao para os meios foi feita a 37°C em microaerofilia (frasco fechado
com chama) durante 48-72 horas no caso do grupo mutans (figura 42) e em
aerobiose durante 48 horas a 37° para Candida spp. e gram negativo. Apos a
incubacdo, o numero de colbnias caracteristicas foi contado usando lupa
microscoépica (Nikon, modelo 86786, Tokio, Japao). Para o calculo das UFC/mL para
cada micro-organismo, foi considerada a diluicdo em que o numero de colbnias
variou entre 1 e 300 e os valores de UFC/mL foram calculados, utilizando a seguinte
férmula:

UFC/mL= n° de coldnias x 10"/q , sendo: n: valor absoluto da diluigéo (0, 1,

2 ou 3); q: quantidade, em mL, pipetada para cada diluigdo quando da semeadura
(0,05 mL).
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Figura 42. Incubagao em microaerofilia.

4.2.5. Identificacdo das espécies de Candida spp.

As contagens de Candida spp. foram realizadas considerando-se colbénias
com morfologia tipica, sendo que, apés 48 horas de incubagao a 37°C, as colbnias
de C. albicans adquirem coloragao verde-claro, enquanto que as colénias de C.
dubliniensis adquirem coloragao verde-escuro, as de C. glabrata, cor lilas, as de C.
krusei, cor rosa ou marrom e as de C. tropicalis, cor azul ou roxa (figuras 43 e 44).
Cada uma das diferentes espécies identificadas perfunctoriamente foi semeada em
Sabouraud Dextrose Agar, incubada a 37°C por 24 horas e armazenada, para

posterior confirmacgao das espécies.
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Figuras 43 e 44. Leveduras do género Candida semeadas em meio CHROMagar®.

As espécies de Candida foram identificadas por meio do kit de identificacao
de leveduras (CANDIFAST ®, ELITech MICROBIO, Signes, Franga) (figura 45). As
coldnias utilizadas para a identificagdo das leveduras foram semeadas em placas de
Petri contendo meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar e incubadas por 24 horas
a 37°C. Colbnias isoladas recentes (com 24 a 48 horas) de Candida spp. foram
coletadas por meio de algcas estéreis (figura 46) e inoculadas no frasco de reagente
1 (R1) do kit (figura 47). A padronizagdo do in6culo foi feito através do ajuste da
opacidade do R1 inoculado de acordo com a do frasco de controle de turvagéo (CT)
(figura 48). Caso o R1 fosse mais claro (indculo insuficiente), foi realizada a re-
inoculagao do frasco até a obtencao da opacidade igual a do frasco CT; se R1 se
apresentasse mais turvo do que CT (indculo em excesso), realizou-se a diluigdo com
um novo frasco de R1 até obtengéo da opacidade correta. A bandeja deste sistema
€ constituida de uma fileira de 8 pogos para identificacdo das espécies de Candida
spp. € cada pogo contém diferentes agucares: glicose, galactose, trealose, maltose,
celobiose, rafinose e lactose. Em cada pogo foram colocados 100 uL de R1
inoculado (figura 49) e coberto por 2 gotas de 6leo de imersdo (Oleo para
microscopia otica, New Prov, Produtos para Laboratério, Pinhais, PR, Brasil). A
bandeja foi entdo levada a estufa a 37°C durante 24 horas e a identificacdo das
leveduras se deu por meio da mudanga da coloragdo do meio de cada pogo,
tornando-o amarelo ou amarelo alaranjado, e a leitura realizada por meio do gabarito
fornecido pelo fabricante. E assim, pode-se diferenciar as leveduras em C. albicans
(figura 50), C. glabrata (figura 51), C. kefyr, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis
(figura 52) e C. tropicalis (figura 53).
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Figura 45. kit de identificacdo de leveduras (CANDIFAST ® - ELITech
MICROBIO - Signes — Franca).

Figura 46. Coleta de colbnias isoladas. Figura 47. Inoculagéo no frasco R1.

Figura 48. Turbidez de R1 inoculado Figura 49. Colocacdo de 100 pL de R1
comparada com CT. inoculado nos pogos.
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Figura 50. Identificagdo de C. albicans. Figura 51. Identificagao de C. glabrata.

Figura 52. Identificagdo de C. parapsilosis. Figura 53. Identificagdo de C. tropicalis.

A espécie C. dubliniensis tem alto grau de similaridade com C. albicans. O
crescimento em Sabouraud Dextrose Agar a 45°C tem sido o primeiro passo na
diferenciagao das duas espécies. O crescimento de C. dubliniensis € inibido a 45°C,
enquanto que C. albicans cresce efetivamente. Sendo assim, a analise do
crescimento a 45°C para a confirmacgao da espécie foi realizada para as amostras de
leveduras que apresentassem coloragdo verde em CHROMagar®. Cada placa foi

semeada e incubada a 37°C e 45°C por 48 horas.

4.2.6. Controle de vieses

Visando o controle de vieses, o sabonete liquido foi dispensado em frascos
proprios para sabonete e as solugbes foram dispensadas em francos escuros
idénticos de 1,0 L e 0,50 L, completando o total necessario de 1,5 L. Os produtos
eram entdo entregues sem identificagao especifica e na quantidade necessaria para

a utilizacao pelo periodo de 7 dias.
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Cada participante utilizou as solu¢des higienizadoras em sequéncia aleatoria.
Um pesquisador (P1), que n&o se envolveu com as demais fases operacionais do
projeto, obteve uma lista de numeros aleatérios gerados por programa de
computador. Esses numeros correspondiam aos grupos de tratamentos
pesquisados. Um dos pesquisadores (P2) recebeu os numeros aleatérios e distribuiu
os produtos aos pacientes conforme a numeragao. Pesquisador P3 foi responsavel
pela aplicacdo das orientagdes de higiene e coleta das proteses; P4, pela colheita do
biofime e P5, pela eliminacdo total do biofilme. O pesquisador P2 coletou as
informacdes das variaveis e os encaminhou para P1, que realizou a analise
estatistica dos resultados. Dessa forma, os participantes e a maioria dos

pesquisadores permaneceram “cegos” as solugdes aplicadas.

4.3. Analise dos dados

Os valores para UFC obtidos para a etapa laboratorial foram transformados
em log10. Como houve muitas leituras neste estudo que resultaram em zero UFC, a
transformacao correspondeu ao valor de UFC acrescido de uma unidade (UFC+1).
Os grupos foram comparados entre si por meio de teste paramétrico para amostras
independentes. Como somente dois dos grupos (C e D) resultaram em UFC
detectaveis, empregou-se o teste t de Student. Os valores de significancia foram
complementados pelos intervalos de confianga a 0,95 (IC 95%).

Os resultados do ensaio clinico (UFC) foram transformados da mesma
maneira que para a etapa laboratorial. Porém, os dados nao aderiram a distribuicdo
normal para os trés desfechos estudados — micro-organismos gram negativos,
estreptococos do grupo mutans, e Candida spp.. Por tratar-se de dados pareados, a
andlise foi realizada por meio do teste de Friedman, seguido de comparagdes
multiplas realizadas por meio do teste de Wilcoxon, corrigido de acordo com o
método de Bonferroni.

Os testes estatisticos foram realizados por meio do software SPSS Statistics
17.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, EUA). Todos os testes foram conduzidos respeitando-
se o nivel de significancia (a) de 0,05, exceto as comparagées multiplas. Nesse

caso, considerou-se um a corrigido de 0,005.






5. Resultados
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5. RESULTADOS

5.1. Anélise Laboratorial
A Tabela 3 apresenta os resultados da turvacao do meio de cultura dos tubos
de ensaio contendo os corpos de prova apos a imersao e incubacgdo. Sinal (+) indica

turvacdo do meio e sinal (-) indica auséncia de turvagao.

Tabela 3. Turvagado do meio de cultura dos tubos de ensaio contendo os corpos de prova apds a
imersao e incubagao.

Mic.
Grupos Pn Ca Bs Sa Sm Cg Ec Ef

Grupo A - - - - - - - -
Grupo B - - - - - - - -
Grupo C + + + + + + + +
Grupo D + + + + + + + +

Grupo E - - - - - - - -

Grupo A: Hipoclorito de sédio a 0,25%; Grupo B: Hipoclorito de sédio a 0,50%: Grupo C: Solugéo de mamona a 10%; Grupo D:
Solugdo Salina (Controle Positivo); Grupo E: Controle Negativo; Mic.: micro-organismos; Pn: Pseudomonas aeruginosa; Ca:
Candida albicans; Bs: Bacillus subtilis; Sa: Staphylococcus aureus; Sm: Streptococcus mutans; Cg: Candida glabrata; Ec:
Echerichia coli; Ef: Enterococcus faecalis.

Os grupos A e B apresentaram auséncia de turvagao, ou seja, as solugdes de
hipoclorito de sodio a 0,25 e 0,5% eliminaram os micro-organismos avaliados. Para
o grupo Controle Negativo, a auséncia de turvacdo comprovou a esterilidade dos
corpos de prova e dos procedimentos. Os grupos C e D apresentaram turvacéo do
meio, indicando o crescimento de micro-organismos.

O numero de UFC/mL dos micro-organismos pesquisados apos o uso das
diferentes solug¢des higienizadoras indica sua efetividade, ou seja, quanto menor
este numero, maior a acado antimicrobiana das solugcdes avaliadas. Os dados
originais do total de UFC/mL de cada um dos oito micro-organismos apos a imersao
dos corpos de prova nas solugdes higienizadoras testadas estdo apresentados no
Apéndice A (tabelas A1 e A2). As Tabelas 4 e 5 mostram as contagens do total de

UFC/mL, apés transformagao em log (UFC +1).



Tabela 4. Total de UFC/mL, em log (UFC +1), de dos micro-organismos (S. aureus, E. coli, S. mutans e E. faecalis), apds imers&o nas solu¢des higienizadoras.

Mic S. aureus E. coli S. mutans E. faecalis

Cpgr A B c D A B c D A B c D A B c D
1 0 0 1,61 3,38 0 0 0 3,83 0 0 2,38 6,50 0 0 1,91 3,06
2 0 0 3,67 4,19 0 0 2,76 3,12 0 0 4,18 6,53 0 0 3,36 4,20
3 0 0 2,92 4,38 0 0 2,58 4,75 0 0 3,52 5,71 0 0 4,04 4,07
4 0 0 3,05 4,01 0 0 3,10 3,73 0 0 2,30 4,21 0 0 4,37 2,85
5 0 0 0 3,96 0 0 2,79 3,17 0 0 4,51 6,52 0 0 3,07 2,95
6 0 0 3,13 2,88 0 0 0 3,15 0 0 4,07 4,83 0 0 4,26 3,18
7 0 0 1,91 2,82 0 0 2,42 3,38 0 0 4,33 6,38 0 0 4,01 3,09
8 0 0 2,89 3,70 0 0 2,78 2,90 0 0 3,31 6,24 0 0 3,68 3,02
9 0 0 3,41 4,45 0 0 2,08 4,91 0 0 4,46 6,23 0 0 3,16 3,82
10 0 0 4,51 4,99 0 0 2,34 3,26 0 0 3,91 6,54 0 0 3,58 6,19

T

Mic: micro-organismos; gr: grupos (solugdes higienizadoras); A:
corpos de prova.

ipoclorito de sédio a 0,25%; B: Hipoclorito de sédio a 0,50%: C: Solugdo de mamona a 10%; D: Solugdo Salina (Controle Positivo); cp:



Tabela 5. Total de UFC/mL, em log (UFC +1), dos micro-organismos (B. subtilis, C. albicans, C. glabrata e P. aeruginosa), apdés imersao nas solucdes
higienizadoras.

Mic B. subtilis C. albicans C. glabrata P. aeruginosa

o o1 a B D A B c D A B c D A B c D
1 0 0 0 1,32 0 0 2,08 2,73 0 0 1,32 4,95 0 0 3,73 6,47
2 0 0 0 0 0 0 1,32 3,05 0 0 0 5,19 0 0 2,73 6,71
3 0 0 0 1,32 0 0 1,91 2,95 0 0 1,32 5,12 0 0 3,90 6,48
4 0 0 0 2,00 0 0 1,61 2,21 0 0 0 4,90 0 0 4,36 6,40
5 0 0 0 1,79 0 0 2,00 2,66 0 0 0 4,73 0 0 5,02 5,76
6 0 0 0 2,34 0 0 2,08 2,38 0 0 1,91 5,31 0 0 4,60 6,17
7 0 0 0 2,45 0 0 0 2,96 0 0 2,00 5,12 0 0 5,03 6,33
8 0 0 0 0 0 0 1,79 2,88 0 0 3,47 5,23 0 0 5,00 6,54
9 0 0 0 1,61 0 0 1,32 3,07 0 0 1,32 5,07 0 0 5,21 5,90
10 0 0 0 1,61 0 0 2,45 1,91 0 0 0 5,51 0 0 4,79 5,62

Mic: micro-organismos; gr: grupos (solugdes higienizadoras); A: Hipoclorito de sédio a 0,25%; B: Hipoclorito de sddio a 0,50%: C: Solugdo de mamona a 10%; D: Solugdo Salina (Controle
Positivo); cp: corpos de prova.
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Os resultados das contagens de UFC/mL dos oito micro-organismos
avaliados dos grupos A e B foram ‘zero’, ou seja, ndo foram detectados micro-
organismos apos a imersao nas solugodes.

A Tabela 6 apresenta os resultados da analise estatistica para os grupos
C (solucéo a base de mamona a 10%) e D (Controle Positivo).

Tabela 6. Valores médios (e desvios-padrdo) por espécie para as contagens de UFC/mL
transformadas dos grupos C e D, diferengas médias entre os grupos, bem como
valores do teste t para amostras independentes.

Espécie Grupo C Grupo D Difzrgr;gz;g:-D VZLOSrtS(te)P

B. subtillis 0,00 (0,00) 1,45 (0,85) -1,45 (n/a") n/a’

C. albicans 1,66 (0,68) 2,68 (0,39) -1,02 (-1,55 a -0,50) 0,001
C. glabrata 1,13 (1,16) 11 (0,22) -3,98 (-4,81 a-3,14) <0,001"
E. coli 2,09 (1,13) 3,62 (0,70) -1,54 (-2,42 a -0,65) 0,002
E. faecalis 3,54 (0,73) 3,64 (1,02) -0,10 (-0,93 a 0,73) 0,805"
P.aeruginosa 4,44 (0,78) 6,24 (0,36) -1,80 (-2,37 a -1,23) <0,001"
S. aureus 2,71 (1,26) 3,88 (0,69) -1,17 (-2,12 a -0,21) 0,019
S. mutans 3,70 (0,81) 5,97 (0,82) -2,27 (-3,04 a -1,51) <0,001"

ITeste n&o realizado, pois todos os espécimes do Grupo C registraram 0 UFC; ™ diferenga nao significante (P > 0,05);
diferenca significante (P < 0,05).

Comparando os grupos, as meédias do grupo D (Controle Positivo) foram
significantemente maiores que as do grupo C (solugdo a base de mamona a
10%), exceto para E. faecalis, sendo que o grupo C apresentou menor valor de
UFC/mL para os 8 micro-organismos avaliados. Para B. subtilis, a solugao de
mamona também eliminou completamente esses micro-organismos,
apresentando crescimento microbiano apenas apés imersao em solugao salina
(Controle Positivo).

5.2. Andlise Clinica

Setenta e seis pacientes iniciaram tratamento na Clinica de Protese
Total e foram convidados a participar da pesquisa (triagem). Desses, 5 foram
excluidos por nao usarem proteses totais superiores. Dos 71 pacientes
restantes, 4 ndo compareceram corretamente aos retornos agendados devido a
problemas de saude, 1 abandonou o tratamento reabilitador e 2 pacientes
foram retirados da pesquisa devido ao uso inadequado das solucdes e,
portanto, foram excluidos da analise estatistica. Assim, a amostra final deste
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estudo foi de 64 pacientes, sendo 14 homens e 50 mulheres, com média de

idade de 68 anos. A figura 54 apresenta o fluxograma dos participantes deste

estudo.

Triagem

Distribuicao
aleatéria dos
pacientes em

grupos

Acompanhamento

Analise

NUmero de pacientes iniciais Excluidos (n=5):
(n=76)

¢ Por nao se enquadrarem
nos critérios de inclusao

> (n=5);
¢ Por recusarem-se a
A4 participar (n=0);
Selecionados (n=71) .
1 e Qutras razdes (n=0).

Distribuidos aleatoriamente em grupos
de acordo com as solugbes
higienizadoras testadas (n=71):

e Receberam intervengéo (n=71);

¢ Nao receberam intervencao (n=0).

l

Perdas de pacientes durante o estudo:

o Paciente ndo compareceu corretamente
aos retornos devido a problemas de
saude (n=4);

e Abandono do tratamento (n=1);

e Uso inadequado dos produtos (n=2).

l

Analisados estatisticamente (n=64)

Figura 54. Fluxograma dos participantes (adaptado da declaragdo CONSORT).

As tabelas 7 e 8 mostram as leituras do total de UFC/mL, apds

transformacdo em log (UFC +1), dos micro-organismos S. mutans, gram

negativos e Candida spp. presentes na superficie interna das proteses totais

superiores, no baseline e apds o uso de cada uma das solugdes higienizadoras

utilizadas pelos pacientes. Os dados originais da contagem total de UFC/mL

estdo apresentados no Apéndice B (tabelas B1 e B2).



Tabela 7. Total de UFC/mL, em log (UFC/mL+1), de S. mutans e Gram negativos, presentes nas proteses totais superiores, no baseline e apés o uso
de cada uma das solugoes.

Mic Streptococcus mutans Gram negativos
vac sol 1 2 3 4 B 1 2 3 4
1 6,32 2,66 4,31 0 3,34 0 0 0 0
2 0 0 0 4,30 6,13 4,86 0 0 5,25 0
3 0 0 0 0 3,42 0 0 0 0 0
4 0 3,96 0 1,32 0 0 0 5,11 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 1,61 4,44 0
6 5,76 0 0 0 3,44 3,78 0 0 1,61 0
7 6,09 0 0 0 4,48 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 3,35 0 0 0 2,79 0
9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 5,97 0 0 0 5,86 4,53 1,32 0 2,00 2,92
11 3,46 0 0 0 4,16 0 0 0 0 0
12 0 3,03 0 1,61 3,60 0 0 0 0 3,91
13 6,49 2,48 0 0 0 3,45 0 0 0 3,15
14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0 4,83 2,56 4,32 3,02 3,09
18 7,08 0 0 0 4,20 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1,32
20 4,00 0 0 0 0 4,72 0 0 2,91 3,16
21 2,60 0 0 0 4,95 0 0 0 1,79 2,98
22 1,61 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Mic: micro-organismos; Sol: solu¢des higienizadoras; B: Baseline; 1: Hipoclorito de sédio a 0,25%; 2: Hipoclorito de sédio a 0,5%; 3: Solugdo de mamona a 10%; 4: Solugdo Salina; pac:
pacientes.



Tabela 7 (Continuacéo). Total de UFC/mL, em log (UFC/mL+1), de S. mutans e Gram negativos, presentes nas préteses totais superiores, no baseline e
apos o uso de cada uma das solugoes.

Mic Streptococcus mutans Gram negativos

bac =l B 1 3 4 B 1 2 3 4
23 5,24 0 0 0 5,01 0 0 4,92 0 0
24 7,22 0 0 3,97 5,92 4,82 0 0 3,73 4,93
25 0 5,39 0 0 0 0 0 0 0 0
26 6,01 0 0 5,81 6,66 5,11 4,25 0 5,00 3,72
27 0 0 0 0 5,73 0 0 0 0 1,61
28 3,53 0 0 0 0 0 0 0 0 0
29 0 0 2,79 0 1,79 5,04 0 0 0 0
30 2,30 3,11 0 3,37 0 0 0 0 2,98 0
31 7,10 0 0 0 0 4,61 2,15 1,61 2,60 3,04
32 0 0 0 0 0 4,28 0 0 0 5,37
33 5,79 4,75 2,08 1,61 3,75 3,03 2,94 0 3,73 3,93
34 4,45 0 0 0 0 4,89 0 0 5,30 4,70
35 6,92 0 0 2,92 6,12 1,32 0 0 1,32 1,32
36 3,31 0 0 2,08 0 0 0 0 3,28 0
37 4,15 0 0 1,79 4,39 2,00 1,32 0 1,32 2,89
38 0 0 0 0 3,16 0 0 0 0 0
39 5,25 0 0 0 5,88 0 2,51 0 4,68 3,05
40 5,83 6,12 0 0 4,31 5,09 4,11 4,93 4,94 4,78
41 5,16 0 0 0 5,01 0 0 0 5,05 1,32
42 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
43 5,98 4,41 0 0 4,88 4,78 3,67 0 3,79 3,81
44 6,13 0 0 0 5,61 0 0 0 2,34 0

Mic: micro-organismos; Sol: solugbes higienizadoras; B: Baseline; 1: Hipoclorito de sédio a 0,25%; 2: Hipoclorito de sddio a 0,5%; 3: Solugdo de mamona a 10%; 4: Solugéo Salina; pac:
pacientes.



Tabela 7 (Continuacéo). Total de UFC/mL, em log (UFC/mL+1), de S. mutans e Gram negativos, presentes nas préteses totais superiores, no baseline e
apos o uso de cada uma das solugoes.

Mic Streptococcus mutans Gram negativos

oo sol B 1 2 3 4 B 1 2 3 4
45 4,41 0 0 0 5,98 3,53 0 0 5,30 2,73
46 0 5,40 0 0 0 0 1,79 0 0 0
47 4,48 0 0 0 6,73 4,58 3,99 1,32 0 4,54
48 6,01 0 4,19 4,42 0 0 0 1,61 0 1,91
49 5,59 0 0 0 5,03 4,66 3,14 2,15 5,01 4,73
50 0 0 0 0 0 3,42 1,79 0 3,13 0
51 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
52 0 0 0 0 0 0 0 0 4,26 4,55
53 4,68 0 0 0 0 3,28 0 0 2,60 2,56
54 0 0 0 3,64 0 2,60 0 0 4,39 2,58
55 0 0 0 0 0 2,38 0 0 1,79 2,60
56 2,87 0 0 0 2,66 0 0 0 2,38 2,56
57 0 0 0 0 0 4,14 0 0 2,08 4,35
58 0 0 0 0 6,14 0 1,32 0 5,14 4,43
59 5,23 0 0 2,75 4,53 4,55 3,77 0 1,61 0
60 6,51 3,20 0 4,26 6,16 4,27 4,70 1,32 4,95 4,43
61 0 0 0 0 0 0 4,72 0 1,32 1,61
62 7,15 0 0 0 2,21 4,16 0 0 0 0
63 7,10 0 0 0 5,00 3,82 0 0 1,79 4,92
64 0 0 0 0 0 0 0 1,32 5,24 0

Mic: micro-organismos; Sol: solugbes higienizadoras; B: Baseline; 1: Hipoclorito de sédio a 0,25%; 2: Hipoclorito de sédio a 0,5%; 3: Solugdo de mamona a 10%; 4: Solugdo Salina; pac:
pacientes.
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Tabela 8. Total de UFC/mL, em log (UFC/mL+1), de Candida spp., presentes nas préteses
totais superiores, no baseline e apds o uso de cada uma das solugdes.

Mic Candida spp.
sol

pac B 1 2 3 4
1 4,44 1,32 3,45 0 2,45
2 5,78 4,78 0 5,88 5,21
3 2,78 0 0 0 2,86
4 0 3,73 5,33 1,91 0
5 1,32 0 0 2,56 0
6 0 0 0 0 2,21
7 5,03 3,51 0 0 4,36
8 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0
10 6,20 0 0 2,34 5,36
11 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0
13 4,51 2,53 0 0 0
14 0 0 0 0 0
15 1,32 0 3,03 0 0
16 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0
18 4,07 0 0 4,75 2,45
19 3,76 0 0 0 0
20 4,31 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0
22 0 0 0 0 1,61
23 2,64 4,31 5,07 3,57 4,69
24 5,49 0 0 3,62 577
25 0 0 0 0 0
26 5,21 4,89 0 6,21 5,61
27 5,33 5,03 4,03 0 5,49
28 0 0 0 0 0
29 6,45 0 0 0 0
30 1,79 2,38 3,70 3,39 1,91
31 5,41 4,55 0 4,90 4,73
32 4,94 0 0 2,15 6,06
33 3,18 3,48 3,02 4,41 4,27
34 5,56 4,33 3,12 5,18 5,29
35 0 0 0 0 0
36 0 0 0 0 0
37 2,30 3,29 0 0 2,99
38 0 0 0 0 0
39 2,76 2,96 0 4,22 4,81
40 5,70 5,55 4,78 5,78 517
41 3,93 0 0 4,41 3,69

Mic: micro-organismos; Sol: solugdes higienizadoras; B: Baseline; 1: Hipoclorito de sédio a 0,25%; 2: Hipoclorito de

sodio a 0,5%; 3: Solugdo de mamona a 10%; 4: Solugéo Salina; pac: pacientes.
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Tabela 8 (Continuacéo). Total de UFC/mL, em log (UFC/mL+1), de Candida spp., presentes
nas proteses totais superiores, no baseline e apés o uso de cada
uma das solugdes.

bl Candida spp.
sol

pac B 1 2 3 4
42 0 0 0 0 0
43 5,52 4,32 0 4,31 4,45
44 3,11 0 0 0 4,18
45 3,14 0 0 2,62 3,16
46 0 0 0 0 0
47 5,07 3,87 0 1,32 5,00
48 0 0 0 0 0
49 5,21 3,27 2,15 5,20 5,40
50 0 0 0 2,87 0
51 1,32 0 0 0 0
52 0 0 0 2,08 4,41
53 3,40 1,32 0 0 3,73
54 0 0 0 0 0
55 2,48 0 0 0 0
56 0 0 0 0 0
57 0 0 1,32 0 0
58 0 0 0 2,15 5,27
59 5,06 4,62 0 3,63 3,36
60 5,12 5,31 4,02 5,52 4,70
61 0 0 0 0 0
62 4,44 0 0 0 0
63 4,09 0 0 0 5,85
64 2,45 0 0 1,91 3,14

Mic: micro-organismos; Sol: solu¢des higienizadoras; B: Baseline; 1: Hipoclorito de sédio a 0,25%; 2: Hipoclorito de
sodio a 0,5%; 3: Solugdo de mamona a 10%; 4: Solugéo Salina; pac: pacientes.

As figuras 55, 56 e 57 mostram os valores obtidos de UFC/mL,
transformados em log (UFC+1), para os micro-organismos gram negativos,

Streptococcus mutans e Candida spp., respectivamente.
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Figura 55. Resultados transformados em log10 (UFC+1), para os micro-organismos gram negativos

Os resultados mostraram ag¢ao antimicrobiana do hipoclorito de sodio a 0,5%
sobre gram negativos, com resultados intermediarios para o hipoclorito de sédio a

0,25%, enquanto que a solugdo de mamona se mostrou inefetiva.
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Baseline Hipoclorito 0,25% Hipoclorito 0,5%  Solugdo de mamona Controle

Figura 56. Resultados transformados em log10 (UFC+1), para Streptococcus mutans.
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Os resultados mostraram agdo antimicrobiana das 3 solugbes testadas
(hipoclorito de sodio a 0,25%, hipoclorito de sodio a 0,5% e solugdo a base de

mamona a 10%) sobre S. mutans.

7-

* %

*

Bk X Xk

2

o —

T T T T T
Baseline Hipoclorito 0,25% Hipoclorito 0,5%  Solugdo de mamona Controle

Figura 57. Resultados transformados em log10 (UFC+1), para Candida spp.

Os resultados mostraram ag¢ao antimicrobiana do hipoclorito de sédio a 0,5%
sobre Candida spp., com resultados intermediarios para o hipoclorito a 0,25% e
solugéo a base de mamona a 10%.

Por meio do teste de Friedman, observou-se diferenga significante entre as
solucdes (tratamentos) (P < 0,001). A Tabela 9 contém os postos meédios obtidos
pelo teste, bem como os resultados das comparagdes multiplas.

Tabela 9. Postos médios (PM) e resultados do teste de Friedman para os resultados do ensaio

clinico.
Gram-negativos S. mutans Candida spp.

Tratamento PM Fr (P-Valor) PM Fr (P-Valor) PM Fr (P-Valor)

Baseline 337" 384" 3,547

Solugdo 1 | 2,45° 2,63° 2,650

Solucéo 2 2,30° 53,57 2,378 75,16 2,37° 42,73
Solucdo 3 | 346"  (<0,001) 2,63°%  (<0,001) 3,03 ¢ (<0,001)"
Solugao 4 341" 3,54 3417°
(controle +)

Diferencga significante (P < 0,05). Comparagéo entre pares: letras distintas indicam diferenca significante.
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As contagens de UFC/mL no baseline foram significantemente maiores que
as contagens realizadas apos o uso das solugdes testadas, o que mostra que o
protocolo de higiene proposto na pesquisa promoveu uma melhora na limpeza das
proteses.

O hipoclorito de soédio, na concentracdo de 0,5%, apresentou a maior
efetividade, quanto a agdo antimicrobiana, sobre os micro-organismos avaliados,
quando comparado as demais solugdes.

Para gram negativos, a solugdo de mamona a 10% n&o apresentou atividade
antimicrobiana favoravel, com resultados semelhantes ao baseline e a solugao
salina, e inferiores ao hipoclorito de sddio nas concentragcbes avaliadas. Porém, para
S. mutans, a solugdo de mamona apresentou efeito semelhante ao hipoclorito de
sodio em ambas as concentragdes testadas. Para Candida spp., a solugdo de
mamona apresentou acdo semelhante ao hipoclorito de sédio a 0,25%, com
resultados inferiores ao hipoclorito a 0,5%.

Os dados originais da contagem total de UFC/mL de cada uma das espécies
de Candida spp. estao apresentados no Apéndice B (tabela B3). A Tabela 10 mostra
0 numero de pacientes e a porcentagem, do total de 64, que apresentaram suas
proteses colonizadas pelas diferentes espécies de Candida spp., no baseline e apos

0 uso de cada uma das solugdes higienizadoras.

Tabela 10. Prevaléncia das diferentes espécies de Candida spp., no baseline e apdés o uso de cada
uma das solugdes higienizadoras, no total de 64 pacientes.

Candida spp. Baseline Solucéo 1 Solucéo 2 Solucéo 3 Solucéo 4
C. albicans 35 (54,7%) 23 (35,9%) 18 (28,1%) 19 (29,7%) 21 (32,8%)
C. glabrata 6 (9,4%) 3(4,7%) 3 (4,7%) 3 (4,7%) 3 (4,7%)
C. tropicalis 10 (15,6%) 5(7,8%) 3 (4,7%) 6 (9,4%) 4 (6,3%)
C. parapsilosis 6 (9,4%) 0 (0%) 4 (6,3%) 0 (0%) 2 (3,1%)
Outras 1(1,6%) 0 (0%) 2 (3,1%) 1(1,6%) 1(1,6%)

Solugéo 1: Hipoclorito de sédio a 0,25%; Solugdo 2: Hipoclorito de sddio a 0,5%; Solugédo 3: Solugdo de mamona a 10%;
Solugéo 4: Solugdo Salina.

Com relacdo as espécies de Candida spp., foram encontradas, durante a
pesquisa, C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis; dois pacientes
apresentaram suas proteses colonizadas por Saccharomyces sp. e 1, por C.
lusitaniae. Dezenove, dos 64 pacientes participantes, ndo apresentaram nenhuma
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espécie de Candida durante a pesquisa. A C. albicans foi a espécie encontrada com
maior frequéncia, tanto no baseline quanto apdés a utilizacdo das solucdes

higienizadoras avaliadas, seguida pelas espécies C. tropicalis e C. glabrata.
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6. Discussio

O biofilme acumulado na superficie interna de proteses totais pode funcionar
como um reservatério para infecgdes (Imsand et al., 2002; Ramage et al., 2004;
Verran, 2005), uma vez que € constituido por mais de 30 espécies diferentes entre
bactérias e fungos (Nikawa et al., 1999). Os micro-organismos da cavidade oral
estao envolvidos ndo apenas no surgimento de patologias bucais como a Estomatite
Protética (Akpan; Morgan, 2002; Barbeau et al., 2003; Ramage et al., 2004; Grimoud
et al., 2005; Kanli et al., 2005; Webb; Thomas; Whittle, 2005; Coco et al., 2008), mas
também no aparecimento de diversas patologias sistémicas, como endocardites
(Berbari; Cockerill; Steckelberg, 1997; Drangsholt, 1998; Li et al., 2000), pneumonias
(Johanson et al., 1972; Green, 1979; Rossi et al., 1996; Imsand et al., 2002; Sumi et
al., 2002, 2003), doengas pulmonares obstrutivas cronicas (Scannapieco, 2006),
infeccbes generalizadas do sistema respiratorio (Mojon et al., 1997) e outras
desordens sistémicas (Verran; Maryan, 1997; Nikawa; Hamada; Yamamoto, 1998;
Senpuku et al., 2003; Coulthwaite; Verran, 2007). Devido a complexidade da
composicéo e grau de maturagao do biofilme presente nas superficies das proteses
(Nikawa et al., 1999), a agdo antimicrobiana dos métodos de higiene & uma variavel
importante a ser avaliada. Estudos mostram que a escovagao nao consegue
remover oS micro-organismos presentes nas microporosidades da superficie da
resina acrilica, por isso, tem sido indicada a associagédo de um higienizador quimico
a escovacao (Kulak et al., 1997; Ramage et al., 2004), visando a obtengdo de uma
agao antimicrobiana eficaz e limpeza adequada de todas as regides da protese
(Tarbet et al., 1984; Nikawa et al., 1999; Shay, 2000), além da preservagao dos
tecidos orais e prevencgéo de patologias orais e sistémicas.

Em relagao ao estudo laboratorial, foi empregado o método isolado de imerséao,
isto €, sem a associagao do método mecanico, buscando uma avaliagao objetiva da
agao antimicrobiana de cada solugédo quimica (Nikawa et al., 1999), uma vez que a
associagao com o método mecanico propicia um sinergismo de agao (Paranhos et
al., 2009b). Nao foi empregado o biofilme misto, objetivando o conhecimento da
acao antimicrobiana das solugdes sobre cada micro-organismo individualmente.

Cole e Robinson (1996) salientam que determinados grupos de micro-
organismos (bactérias gram positivas, bactérias gram negativas, fungos e esporos
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bacterianos) devem ser utilizados para a avaliagdo da efetividade de desinfecgéao de
agentes quimicos. Sendo assim, foram selecionados, como bactérias gram positivas,
o Streptococcus mutans, colonizador primario do biofilme oral e agente etiologico da
carie e gengivite; o Staphylococccus aureus, associado a varias infecgdes locais,
como queilite angular, infecgdes endodonticas, parotidites e mucosites (Smith;
Jackson; Bagg, 2001) e que, quando associado ao S. mutans, pode levar a
bacteremias (Albuquerque Jr et al., 2004); o Enterococcus faecalis, envolvido em
varias doencas da cavidade bucal, tais como, periodontites apicais, caries e
infecgcbes endoddnticas (Paradella; Koga-lto; Jorge, 2007), patdgeno comumente
encontrado em casos de endocardites infecciosas (Hirt; Schlivert; Dunny, 2002) e o
Bacillus subtilis, bactéria gram positiva ndo patogénica, que contribui com o
crescimento do biofilme e, consequentemente, com a aderéncia de outros micro-
organismos patogénicos (Tam et al., 2006). Como bactérias gram negativas, foram
selecionadas a Escherichia coli, bactéria bacilar, considerada como transitoria da
cavidade bucal, responsavel pela aderéncia inicial de leveduras sobre varias
superficies (Samaranayake et al., 1989); e a Pseudomonas aeruginosa, aerdbica e
baciliforme, considerada um patdégeno oportunista, ou seja, que raramente causa
doengas em um sistema imunoldgico saudavel, mas explora fraquezas do organismo
para estabelecer um quadro de infecgdo (Lyczak; Cannon; Pier, 2000), além de
apresentar resisténcia a varios antimicrobianos. Como leveduras, foram
selecionadas a Candida albicans, espécie fungica mais frequentemente encontrada
no biofilme protético (Arendorf; Walker, 1987; Shay, 2000; Baena-Monroy et al.,
2005; Gendreau; Loewy, 2011; Salerno et al., 2011) e Candida glabrata, segunda
espécie de Candida mais prevalente nos seres humanos, sendo responsavel por
cerca de 15% dos casos de infecgcbes e que, assim como a C. albicans, vive
normalmente em relagcdo de comensalismo, podendo ser isolada de mucosas em
individuos saudaveis (Kaur et al., 2005). E importante ressaltar também que essas
espécies sao frequentemente encontradas no biofilme envolvido em casos de
Estomatite Protética (Coco et al., 2008).

Os resultados laboratoriais mostraram que o hipoclorito de sédio em ambas
as concentragdes (0,25% e 0,5%), empregado em imersdes curtas (20 minutos),
mostrou excelente efetividade, uma vez que houve eliminacdo total dos micro-
organismos. Estudos laboratoriais prévios indicaram atividade antimicrobiana do

hipoclorito, porém em concentragbes mais altas, ou em diferentes periodos de
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imersao. Rudd et al. (1984) demonstraram que a concentragéo de 5,25% empregada
em imersdes de 5 minutos constituiu-se em agente eficaz de desinfecgdo de
préteses totais. A concentragado de 1% foi efetiva na desinfeccdo de espécimes de
resina acrilica contaminados com cepas de S. aureus, C. albicans, S. mutans, P.
aeruginosa, E. coli e B. subtilis apés 10 a 15 minutos de imersao (Garcia Junior,
2002; Silva et al., 2008; da Silva et al., 2011; Orsi et al., 2011). Concentragdes de
1,5% por 20 minutos e 2% por 5 minutos foram efetivas contra cepas de C. albicans
(Jose et al., 2010; da Silva et al., 2011).

A consideragdo da concentragdo empregada é importante, uma vez que o
hipoclorito de sddio pode provocar alteragdbes em determinadas propriedades da
resina acrilica (Ma; Johnson; Gordon, 1997; Polyzois et al.; 1997). Paranhos et al.
(2009a), simulando imersdes diarias de 20 minutos por 180 dias, ndo encontraram
alteracdo de cor, da resisténcia a flexdo e da rugosidade de superficie em resinas
acrilicas de micro-ondas com o uso da concentragdo de 1%; porém, foram
detectadas alteracdes de cor classificadas como "leves" de acordo com a NBS, bem
como uma diminuicdo da resisténcia a flexdo com o emprego de imersdes de 8
horas (overnight) (Davi et al., 2010). Tais resultados dificultam a indicagcdo desta
concentragdo em higienizagdes diarias de proteses totais, devido a possibilidade de
efeitos adversos.

Em relagdo as concentracbes de 0,5% e 0,525%, estudos prévios
mostraram efetividade contra cepas de C. albicans, S. aureus, S. pneumonia, P.
aeruginosa e de E. coli ap6s 2 a 10 minutos de imersao (Bell et al.,1989; Chau et al.,
1995; Montagner et al., 2009). Nossos resultados mostraram que a concentragao de
0,5% foi também efetiva frente as cepas de C. glabrata, E. faecalis, S. mutans e B.
subtilis. O fato da concentragdo de 0,25% ter apresentado efeito sobre o biofilme
microbiano, eliminando completamente os micro-organismos avaliados, é também
um resultado relevante, pois indica, em relagdo a atividade antimicrobiana, a
possibilidade de uso do hipoclorito de sédio em concentragdes mais baixas. Em
relacdo aos efeitos adversos, no estudo de Paranhos et al. (2009a), nao houve
alteracbes das propriedades da resina com o uso da concentracédo a 0,5%. Porém,
Hong et al. (2009) encontraram que esta concentragdo empregada em imersdes de
8 horas causou alteracdes de cor, indicando uma tendéncia do aumento dos valores
de AE com o aumento do tempo de imersao. Peracini (2012) também empregando

esta concentragdo em imersdes noturnas (8 horas), simulando higienizagao diaria
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por 3 anos, encontrou alteragbes nao somente nas propriedades de cor, mas
também na resisténcia a flexdo de uma resina acrilica convencional. Sendo assim,
por esses estudos relatados e pelos nossos resultados, pode-se inferir que ambas
as concentracdes (0,25% e 0,5%) empregadas em imersdes curtas (20 minutos)
podem ser utilizadas como agentes auxiliares de higiene frente ao controle do
biofilme de proteses totais, sendo necessarios estudos sobre possiveis efeitos
adversos, uma vez que nao sao relatados resultados a respeito da concentragao de
0,25%.

A concentragdo empregada da solu¢do de mamona foi selecionada de acordo
com estudo prévio que testou a agado de um dentifricio a base de mamona a 10% e
mostrou reducdo de UFC de micro-organismos (Leite, 2012); e estudos com
detergente derivado do 6leo de mamona a 10% na irrigacdo de canais radiculares
(Ferreira et al., 2002; Siqueira, 2005) que também verificaram efetividade sobre
micro-organismos presentes em infecgdes endoddnticas. Em relagdo aos efeitos
adversos, Pisani et al. (2010; 2012a,b) avaliaram, in vitro, alteragbes de
propriedades de resinas acrilicas, dentes artificiais e reembasadores resilientes,
apods imersao em solugdo de mamona a 2%, no entanto, as alteragdes nao foram
significantes. Estudos se fazem necessarios com a concentracao de 10%.

Assim como o hipoclorito de sddio, a solugdo de mamona demonstrou que
houve eliminagdo completa do micro-organismo B. subtilis, concordando com
estudos prévios envolvendo dentifricio a base de mamona a 10% (Leite, 2012),
enquanto que diferentes desinfetantes (glutaraldeido e clorexidina) ndo foram
efetivos frente ao B. subtilis (Silva et al.,, 2008). Os esporos de B. subtilis séo
comumente usados em estudos que avaliam processos de desinfeccdo e
esterilizacdo, devido a sua alta resisténcia ao calor e a agentes desinfetantes
(Angelillo et al., 1998; Cardoso et al., 2000), porém, essa € uma bactéria oportunista
(Murray; Rosenthal; Pfaller, 2006), que, quando isolada, ndo apresenta capacidade
de adesao suficiente, sendo que a formacido do biofilme depende da adesdo do
micro-organismo a superficie do substrato (Busscher et al., 1992). Apesar de nao ser
considerado um patdgeno, o B. subtilis contribui com o crescimento do biofilme e na
aderéncia de outros micro-organismos patogénicos (Tam et al., 2006), por isso sua
eliminacao tem fundamental importédncia na manutencdo da higiene protética e

salde bucal.
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A solugdo de mamona nao foi efetiva contra E. faecalis, diferentemente do
estudo de Leite (2012); as diferentes metodologias empregadas podem explicar os
resultados obtidos, uma vez que a efetividade encontrada pode ser atribuida ao
efeito mecanico da escovacao associada ao dentifricio. No estudo de Paranhos et al.
(2009b), o método combinado foi semelhante ao mecéanico, indicando um efeito
minimo do método quimico contra esse micro-organismo.

Em relagdo aos demais micro-organismos, C. albicans, C. glabrata, S. aureus,
E. coli, P. aeruginosa e S. mutans, a solugdo de mamona mostrou acao
antimicrobiana, uma vez que houve diferenga significante do numero de UFC/mL em
relagdo ao grupo controle positivo, indicando possibilidade de uso desta solugao
frente ao biofilme de proteses totais.

Para a analise clinica, o intuito de incluir o hipoclorito, nas concentracbées de
0,25% e 0,5%, foi avaliar sua eficacia como higienizador de protese por meio de um
estudo clinico controlado randomizado, uma vez que grande parte dos estudos
prévios envolve metodologias in vitro, e a maioria dos estudos clinicos (in vivo) foi
desenvolvida sem padronizagdo de fatores importantes relacionados a estudos
clinicos controlados (Nikawa et al., 1999; Souza et al., 2009). A mamona foi
selecionada por ser um produto com agao detergente e antibacteriana e com
capacidade de remoc¢ao de biofilme in vivo (Andrade, 2011). O tempo de imerséo
empregado para as solugdes foi instituido, buscando simular as orientagdes
fornecidas aos pacientes para a higienizagao rotineira de proteses totais e analisar a
efetividade das solugdes em tempo reduzido de imersao, requisito importante de um
higienizador de préteses totais (Felton et al., 2011).

O estudo foi delineado de modo a minimizar a ocorréncia de vieses. Todos os
participantes eram instruidos a utilizar os métodos de higienizagdo (escovagéao e
imersdo) de maneira padronizada, sendo as solugdes higienizadoras empregadas
segundo uma configuragdo cruzada do tipo Quadrado latino (Latin square). Assim,
todos os voluntarios utilizaram as quatro solugcbes em uma sequéncia aleatoria
(randomizada), sendo que o processo de distribuicdo de alocagdes foi obtido ao
acaso, reduzindo possiveis vieses na comparagao das intervencdes. No intervalo
entre cada semana de uso dos produtos, havia uma semana de wash out, na qual o
paciente realizava higienizagdo com escova especifica e sabonete liquido, visando
evitar a ocorréncia de possivel efeito residual de um produto para o outro (efeito

carry-over). Além disso, o estudo buscou, sempre que possivel, 0 “cegamento” das
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partes envolvidas (pesquisadores, pacientes e estatistico), objetivando o néo
conhecimento, por parte dos participantes, da alocagao dos tratamentos.

Os resultados mostraram motivacdo dos participantes em relagdo a
participacdo da pesquisa e comparecimento aos retornos, o que pode ser
confirmado pelo baixo numero de perdas ocorridas durante o estudo. As razdes para
as perdas ndo estavam associadas a algum fator intrinseco da pesquisa, como n&o
aceitagdo dos produtos, da técnica de higiene instruida, ou presenga de efeitos
deletérios dos produtos ao aparelho protético ou paciente. E importante salientar
que, ao longo da pesquisa, ndo houve queixas por parte dos pacientes a respeito
dos produtos empregados.

Neste estudo, foi avaliada a acg&o antimicrobiana frente a Candida spp.,
espécies fungicas relacionadas ao uso de proétese total e presenca de Estomatite
Protética (Arendorf; Walker, 1987; Shay, 2000; Gendreau; Loewy, 2011; Salerno et
al., 2011), e frente aos Streptococcus mutans, bactérias responsaveis pela
consolidagdo e progressdo do biofilme dental, bem como colonizagao inicial de
superficies protéticas (Thein; Samaranayake; Samaranayake, 2006) e que apresenta
potencial inflamatorio proprio, estando os seus antigenos relacionados com a
Estomatite Protética (Walter; Frank; Steuer, 1986; Koopman; Kippuw; Graaff, 1988;
Theilade; Budtz-Jergensen, 1988; Jorge et al., 1990). Também foram incluidos os
micro-organismos gram negativos, 0os quais ndo sao comuns a microbiota normal da
cavidade bucal, mas podem se proliferar quando da alteragdo da microbiota, em
decorréncia do acumulo do biofilme, podendo causar bacteremias. Esses patogenos
apresentam ainda resisténcia a medicamentos e antissépticos, pois o proprio
biofilme oferece uma protecéo a eles (Barbosa et al., 2010; Silveira et al., 2010).

Os resultados mostraram que a imersdo em hipoclorito de soédio nas
concentracdes de 0,25% e 0,5% resultou na diminuicdo no numero de UFC/mL,
quando comparado ao grupo controle (imersdo em solugédo salina) e a solugéo a
base de mamona a 10%, mostrando efetividade dos produtos. Basson, Quick e
Thomas (1992) verificaram que a imersao noturna, durante 07 dias, em uma solugéo
fraca de hipoclorito de sodio (0,012% e 0,04%) resultou em significante redugéao do
numero de bactérias e de biofilme, porém participaram do estudo apenas 06
individuos dentados. Estudos mostraram a eficacia de solugdes de hipoclorito na
remocgao do biofiime quando usadas como um método isolado, nas concentragdes
de 0,5% (Lima et al., 2006), 1% (Kempler et al., 1982) e 5% (Ghalichebaf, Graser;
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Zander, 1982; Kempler et al., 1982), sendo que essa eficacia pode ser aumentada
com periodos longos de imersédo (Augsburger; Elahi, 1982) e a associagdo com um
método mecéanico de escovagao (Moore; Smith; Kenny, 1984; Kulak et al., 1997).
Estudos prévios tém demonstrado agédo antimicrobiana contra Candida spp. (Webb;
Thomas; Whittle, 2005) e S. mutans (Barnabé et al., 2004) nas concentragdes de
0,02% e 0,05%, respectivamente. Nossos resultados sao relevantes, uma vez que
mostram efetividade de solugdes de hipoclorito de sédio utilizado em baixas
concentragdes e em imersdes curtas (20 minutos), por meio de estudo clinico
randomizado.

Com relacao a solugcdo de mamona, esta apresentou acio efetiva contra S.
mutans e moderada contra Candida spp. Estudos realizados na area da endodontia
compararam a acao antimicrobiana de um produto a base de mamona com o
hipoclorito de sddio na irrigagdo dos canais radiculares, no entanto, os resultados se
contrapbéem aos encontrados no presente estudo, pois mostraram eficacia superior
ou semelhante da mamona a do hipoclorito. Ferreira et al. (1999) encontraram que o
detergente a base de mamona a 3,3% e o hipoclorito de sédio a 0,5% apresentaram
atividades antimicrobianas similares na reducdo do numero de S. mutans e
anaerobios. Siqueira (2005) constatou que o detergente a base de mamona a 10%
foi significantemente melhor que o hipoclorito de sédio a 1% na redu¢do do numero
de bactérias aerdbias e anaerdbias. Tais divergéncias podem ser justificadas pelas
diferentes metodologias aplicadas e seus objetivos, pois esses estudos compararam
a acgao antimicrobiana dos produtos como irrigantes endodénticos de dentes
comprometidos e nao sobre o biofilme presente em préteses totais.

A inefetividade da solugdo frente as bactérias gram negativas pode ser
explicada pelas caracteristicas estruturais desses micro-organismos, pois
apresentam uma membrana externa a parede celular que funciona como uma
barreira a penetragdo de substéncias, como antissépticos e antibidticos (Duffy;
Power, 2001; Hofling; Gongalves, 2010). Resultados semelhantes foram
encontrados nos trabalhos de Ito et al. (1999) e Leonardo et al. (2001), nos quais a
solucdo obtida a partir de Ricinus communis nao apresentou agao antimicrobiana
sobre gram negativos. Porém, Ferreira et al. (2002) encontraram acgao efetiva do
detergente a base de 6leo de mamona a 10% sobre bactérias anaerdbias, entre

elas, espécies gram negativas.
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E importante salientar que o mecanismo de acdo do ricinoleato de saédio,
principal componente do éleo de ricino, no biofilme, ainda ndo € conhecido. Mordenti
et al. (1982) relataram que o tratamento com o ricinoleato esta correlacionado com
uma queda significativa da produgdo de acido no biofilme, porém, ndo ha na
literatura estudos in vivo que confirmem essa hipétese. Na literatura, ha poucos
estudos sobre a eficacia de produtos a base de mamona (Ricinus communis) como
higienizadores de proteses totais. A solugdo de mamona a 2% foi avaliada quanto a
remogao de biofiime de préteses totais, resultando em uma acdo moderada
(Andrade, 2011), porém n&o foi abordada a sua agdo antimicrobiana; e quanto a
acao antimicrobiana sobre micro-organismos especificos, mostrando efetividade na
reducdo do numero de micro-organismos, inclusive espécies de Candida e S.
mutans (Malheiros-Segundo, 2011), porém foram analisadas préteses totais
inferiores reembasadas e foi utilizada a técnica de hibridizacdo de DNA
checkerboard para a analise microbiolégica.

Pelos resultados encontrados, a solucdo a base de mamona pode ser efetiva
frente ao biofilme de préteses totais. Como a planta Ricinus communis € produzida
em larga escala em muitos paises do mundo, torna-se possivel que a solugéo venha
a ser produzida, comercializada e disponibilizada aos usuarios de préteses totais.
Além disso, por ser um método quimico de imersao, tem a vantagem de constituir-se
em método simples de aplicagdo, sendo utii como método coadjuvante da
escovacao.

Diferentes espécies de fungos tém sido relacionadas com o desenvolvimento
de Estomatite Protética, em pacientes imunocomprometidos ou mesmo em
individuos saudaveis (Costa et al.,, 2006). Entre as espécies de Candida spp.
isoladas das proteses dos pacientes, foram identificadas C. albicans, C. tropicalis, C.
glabrata, C. parapsilosis e C. lusitaniae, sendo, como em estudos prévios (Candido;
Azevedo; Ito, 1995; Andrade et al.,, 2011; Ribeiro et al., 2012), a C. albicans a
espécie mais frequentemente encontrada.

Uma limitacdo da pesquisa, em relacdo ao estudo laboratorial, foi a avaliacdo
dos micro-organismos individualmente, sendo importante que estudos futuros
envolvam biofilmes mistos para a obtencdo de dados relacionados a interagao
microbiana. Em relagdo ao estudo clinico, avaliou-se exclusivamente as superficies
internas das proteses totais superiores; contudo, essa abordagem também foi

utilizada em estudos prévios (Paranhos et al., 2000; Sheen; Harrison, 2000;
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Paranhos; Silva, 2004; Paranhos et al., 2007a,b; Cruz et al., 2011), uma vez que a
superficie interna abriga maior numero de micro-organismos que outras areas das
proteses superiores (Paranhos et al., 2000; Silva; Paranhos, 2006; Fernandes et al.,
2007; Paranhos et al., 2007a). A n&o avaliagdo das proteses inferiores também pode
ser considerada uma limitagdo, uma vez que estudos (Salles et al., 2007; Paranhos
et al., 2013) mostraram que proteses inferiores apresentam maiores niveis de
biofilme que as correspondentes superiores.

Um fato ndo abordado refere-se a propriedade de remocgao de biofilme dos
produtos. Assim, torna-se importante a realizagdo de estudo considerando
metodologias de evidenciagdo de biofilme e emprego de métodos quantitativos de
mensuragdo. Outro fator a ser investigado diz respeito aos possiveis efeitos
adversos causados aos materiais constituintes do aparelho protético, ou seja, a
andlise de ambos os produtos (hipoclorito e mamona) nas concentragdes

empregadas e de acordo com o protocolo de imersao instituido.
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7. CONCLUSAO

Com base nas condicdes experimentais do presente estudo e de acordo com

a metodologia empregada, foi possivel concluir que:

Analise Laboratorial:

1.

O hipoclorito de s6dio em ambas as concentragdes (0,25% e 0,5%) eliminou
completamente todos os micro-organismos avaliados;

A solugdo de mamona a 10% eliminou completamente Bacillus subtilis, ndo
teve acdo sobre Enterococcus faecalis e apresentou acdo antimicrobiana
moderada frente aos demais micro-organismos (Pseudomonas aeruginosa;
Candida albicans; Staphylococcus aureus; Streptococcus mutans; Candida

glabrata; Escherichia coli).

Analise clinica:

1.

3.

4.

O hipoclorito de sodio a 0,25% apresentou acdo moderada sobre Candida
Spp. € micro-organismos gram negativos, e acao efetiva sobre S. mutans;

O hipoclorito de sddio a 0,5% apresentou agao antimicrobiana efetiva contra
Candida spp., S. mutans e gram negativos;

A solucdo de mamona a 10% apresentou acdo antimicrobiana efetiva sobre
Streptococcus mutans e moderada frente a Candida spp., porém nao teve
acao contra micro-organismos gram negativos;

A espécie de Candida mais frequentemente isolada foi C. albicans, seguida

pelas espécies C. tropicalis e C. glabrata.
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Apéndice A - Analise Laboratorial

Tabela Al - Total de UFC/mL dos micro-organismos (S. aureus, E. coli, S. mutans e E. faecalis), apds imersao nas solugdes higienizadoras.

Mic S. aureus E. coli S. mutans E. faecalis
Cpgr A B C D A B C D A B C D A B C D

1 0 0 40 2400 0 0 0 6800 0 0 240 3180000 0 0 80 1140
2 0 0 4660 15600 0 0 580 1320 0 0 15200 3400000 0 0 2280 16000
3 0 0 840 23800 0 0 380 56000 0 0 3340 516000 0 0 11000 11800
4 0 0 1120 10200 0 0 1260 5400 0 0 200 16200 0 0 23600 700
5 0 0 0 9200 0 0 620 1480 0 0 32200 3300000 0 0 1180 900
6 0 0 1360 760 0 0 0 1400 0 0 11800 68000 0 0 18400 1520
7 0 0 80 660 0 0 260 2400 0 0 21600 2420000 0 0 10200 1240
8 0 0 780 5040 0 0 600 800 0 0 2060 1740000 0 0 4740 1040
9 0 0 2540 28000 0 0 120 82000 0 0 29000 1680000 0 0 1440 6600
10 0 0 32200 98000 0 0 220 1800 0 0 8200 3480000 0 0 3820 1540000

Mic: micro-organismos; gr: grupos (solugdes higienizadoras); A: Hipoclorito de sédio a 0,25%; B: Hipoclorito de sédio a 0,50%: C: Solugdo de mamona a 10%; D: Solugdo Salina (Controle
Positivo); cp: corpos de prova.



Tabela A2 - Total de UFC/mL dos micro-organismos (B. subtilis, C. albicans, C. glabrata e P. aeruginosa), apos imersao nas solugdes higienizadoras.

Mic B. subtilis C. albicans C. glabrata P. aeruginosa
- I A B C D A B C D A B C D A B C D
1 0 0 0 20 0 0 120 540 0 0 20 90000 0 0 5380 2980000
2 0 0 0 0 0 0 20 1120 0 0 0 156000 0 0 540 5120000
3 0 0 0 20 0 0 80 900 0 0 20 132000 0 0 8600 3020000
4 0 0 0 100 0 0 40 160 0 0 0 80000 0 0 23000 2800000
5 0 0 0 60 0 0 100 460 0 0 53400 0 0 104000 580000
6 0 0 0 220 0 0 120 240 0 0 80 206000 0 0 40000 1480000
7 0 0 0 280 0 0 0 920 0 0 100 132000 0 0 106000 2160000
8 0 0 0 0 0 0 60 760 0 0 2980 170000 0 0 100000 3460000
9 0 0 0 40 0 0 20 1180 0 0 20 118000 0 0 162000 800000
10 0 0 0 40 0 0 280 80 0 0 0 324000 0 0 62000 420000
Mic: micro-organismos; gr: grupos (solugdes higienizadoras); A: Hipoclorito de sédio a 0,25%; B: Hipoclorito de sédio a 0,50%: C: Solugdo de mamona a 10%; D: Solugdo Salina (Controle

Positivo); cp: corpos de prova.



Apéndice B - Andlise Clinica

Tabela B1 - Total de UFC/mL de S. mutans e Gram negativos, presentes nas préteses totais superiores, no baseline e apds o uso de cada uma das

solugdes.
Mic .
Streptococcus mutans Gram negativos
paiOI B 1 2 3 4 B 1 2 3 4

1 2080000 460 20400 0 2180 0 0 0 0 0

2 0 0 0 20000 1360000 72000 0 0 177200 0

3 0 0 0 0 2640 0 0 0 0 0
4 0 9200 0 20 0 0 0 127800 0 0

5 0 0 0 0 0 0 0 40 27400 0

6 578000 0 0 0 2740 6060 0 0 40 0

7 1220000 0 0 0 30000 0 0 0 0 0

8 0 0 0 0 2260 0 0 0 620 0

9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 940000 0 0 0 720000 33800 20 0 100 840
11 2880 0 0 0 14400 0 0 0 0 0
12 0 1080 0 40 3960 0 0 0 0 8200
13 3120000 300 0 0 0 2800 0 0 0 1420
14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0 67000 360 20800 1040 1220
18 12040000 0 0 0 15800 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20
20 10000 0 0 0 0 52200 0 0 820 1460

Mic: micro-organismos; Sol: solu¢des higienizadoras; B: Baseline; 1: Hipoclorito de sédio a 0,25%; 2: Hipoclorito de sédio a 0,5%; 3: Solugdo de mamona a 10%; 4: Solugéo Salina; pac:
pacientes.



TabelaB1 (Continuacéo) - Total de UFC/mL de S. mutans e Gram negativos, presentes nas proteses totais superiores, no baseline e apds o uso de
cada uma das solugdes.

ulls Streptococcus mutans Gram negativos
sol

pac B 1 2 3 4 B 1 2 3 4
21 400 0 0 0 90000 0 0 0 60 960
22 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0
23 174000 0 0 0 102000 0 0 82400 0 0
24 16760000 0 0 9400 840000 65600 0 0 5400 85800
25 0 246000 0 0 0 0 0 0 0 0
26 1020000 0 0 640000 4560000 127800 17600 0 99200 5200
27 0 0 0 0 540000 0 0 0 0 40
28 3400 0 0 0 0 0 0 0 0 0
29 0 0 620 0 60 110400 0 0 0 0
30 200 1300 0 2360 0 0 0 0 960 0
31 12640000 0 0 0 0 40600 140 40 400 1100
32 0 0 0 0 0 19000 0 0 0 236600
33 620000 56600 120 40 5600 1060 860 0 5340 8600
34 28000 0 0 0 0 77200 0 0 199600 50600
35 8360000 0 0 840 1320000 20 0 0 20 20
36 2040 0 0 120 0 0 0 0 1920 0
37 14200 0 0 60 24600 100 20 0 20 780
38 0 0 0 0 1440 0 0 0 0 0
39 178000 0 0 0 760000 0 320 0 48400 1120
40 680000 1320000 0 0 20400 123000 13000 84400 88000 60000
41 146000 0 0 0 102000 0 0 0 112800 20
42 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Mic: micro-organismos; Sol: solu¢des higienizadoras; B: Baseline; 1: Hipoclorito de sddio a 0,25%; 2: Hipoclorito de sodio a 0,5%; 3: Solugdo de mamona a 10%; 4: Solugdo Salina; pac:
pacientes.



Tabela B1 (Continuacdo) - Total de UFC/mL de S. mutans e Gram negativos, presentes nas préteses totais superiores, no baseline e apds o uso de
cada uma das solugdes.

Mic Streptococcus mutans Gram negativos

paCSOI B 1 2 3 4 B 1 2 3 4
43 960000 25600 0 0 76000 60400 4660 0 6120 6400
44 1360000 0 0 0 410000 0 0 0 220 0
45 25600 0 0 0 960000 3420 0 0 199600 540
46 0 254000 0 0 0 0 60 0 0 0
47 30000 0 0 0 5360000 38400 9800 20 0 34800
48 1020000 0 15600 26600 0 0 0 40 0 80
49 386000 0 0 0 106000 45600 1380 140 102000 53800
50 0 0 0 0 0 2620 60 0 1360 0
51 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
52 0 0 0 0 0 0 0 0 18400 35400
53 48000 0 0 0 0 1900 0 0 400 360
54 0 0 0 4400 0 400 0 0 24600 380
55 0 0 0 0 0 240 0 0 60 400
56 740 0 0 0 460 0 0 0 240 360
57 0 0 0 0 0 13800 0 0 120 22400
58 0 0 0 0 1380000 0 20 0 138000 26800
59 168000 0 0 560 34200 35800 5880 0 40 0
60 3240000 1600 0 18000 1440000 18800 50400 20 88600 27000
61 0 0 0 0 0 0 52200 0 20 40
62 14240000 0 0 0 160 14400 0 0 0 0
63 12640000 0 0 0 100000 6600 0 0 60 83200
64 0 0 0 0 0 0 0 20 172800 0

Mic: micro-organismos; Sol: solugdes higienizadoras; B: Baseline; 1: Hipoclorito de sodio a 0,25%; 2: Hipoclorito de sédio a 0,5%; 3: Solugdo de mamona a 10%; 4: Solugéo Salina; pac:
pacientes.
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Tabela B2 - Total de UFC/mL de Candida spp. presentes nas proteses totais superiores, no
baseline e apds o uso de cada uma das solugdes.

Mic Candida spp.

sol

bac B 1 2 3 4

1 27400 20 2800 0 280
2 596000 59600 0 760000 164000
3 600 0 0 0 120
4 0 5400 216000 80 0

5 20 0 0 360 0

6 0 0 0 0 160

7 106000 3260 0 0 22800

8 0 0 0 0 0

9 0 0 0 0 0
10 1580000 0 0 220 228000
11 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0
13 32000 340 0 0 0
14 0 0 0 0 0
15 20 0 1060 0 0
16 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0
18 11800 0 0 56400 280
19 5780 0 0 0 0
20 20200 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0
22 0 0 0 0 40
23 440 20600 118000 3720 48600
24 306000 0 0 4120 590000
25 0 0 0 0 0

26 164000 78000 0 1620000 404000
27 216000 106000 10600 0 310000
28 0 0 0 0 0

29 2840000 0 0 0 0
30 60 240 5060 2480 80
31 260000 35800 0 80000 54200
32 88000 0 0 140 1140000
33 1500 3040 1040 25600 18600
34 366000 21200 1320 152000 194000
35 0 0 0 0 0
36 0 0 0 0 0
37 200 1940 0 0 980
38 0 0 0 0 0
39 580 920 0 16600 64000
40 496000 352000 60600 602000 148000
41 8600 0 0 25600 4920

Mic: micro-organismos; Sol: solugdes higienizadoras; B: Baseline; 1: Hipoclorito de sédio a 0,25%; 2: Hipoclorito de
sodio a 0,5%; 3: Solugdo de mamona a 10%; 4: Solugéo Salina; pac: pacientes.
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Tabela B2 (Continuacéo) - Total de UFC/mL de Candida spp. presentes nas proteses totais
superiores, no baseline e apds o0 uso de cada uma das solugdes.

Mic .
Candida spp.

sol

pac B 1 2 3 4
42 0 0 0 0 0
43 328000 20800 0 20400 28400
44 1280 0 0 0 15200
45 1380 0 0 420 1440
46 0 0 0 0 0
47 118000 7360 0 20 100000
48 0 0 0 0 0
49 161200 1840 140 158000 254000
50 0 0 0 740 0
51 20 0 0 0 0
52 0 0 0 120 25600
53 2500 20 0 0 5400
54 0 0 0 0 0
55 300 0 0 0 0
56 0 0 0 0 0
57 0 0 20 0 0
58 0 0 0 140 186000
59 116000 42000 0 4300 2300
60 132000 202000 10400 334000 49800
61 0 0 0 0 0
62 27800 0 0 0 0
63 12200 0 0 0 706000
64 280 0 0 80 1380

Mic: micro-organismos; Sol: solugdes higienizadoras; B: Baseline; 1: Hipoclorito de sédio a 0,25%; 2: Hipoclorito de
sédio a 0,5%; 3: Solugdo de mamona a 10%; 4: Solugéo Salina; pac: pacientes.



Tabela B3 - Total de UFC/mL de cada espécie de Candida sp. presente nas préteses totais superiores, no baseline e apds o uso de cada uma das

solugdes.
Mic C. albicans C. glabrata C. tropicalis C. parapsilosis
Sol
pac B 1 2 8 4 B 1 2 8 4 B 1 2 8 4 B 1 2 8 4
1 27400 2800 0 280 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 596000 | 760000 164000 59600 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 600 720 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 80 0 5400 216000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 20 0 0 0 360 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 3120 0 0 0 0 0 0 0 0 160 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 106000 0 0 22800 3260 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 680000 100 218000 0 0 0 120 4000 0 0 880000 0 6000 0 0 20000 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
13 27000 340 0 0 0 0 0 0 0 0 5000 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 20 60 0 0 0 0 1000 0 0 0 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18 11800 0 200 280 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 56200 0 0
19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5780 0 0 0 0
20 20200 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
22 0 0 0 0 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
23 440 3720 48600 20600 118000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Mic: micro-organismo; Sol: solugbes higienizadoras; B: Baseline; 1: Hipoclorito de sédio a 0,25%; 2: Hipoclorito de sédio a 0,5%; 3: Solugdo de mamona a 10%; 4: Solugédo Salina; pac:
pacientes.



Tabela B3 (Continuacdo) - Total de UFC/mL de cada espécie de Candida sp. presente nas proteses totais superiores, no baseline e apés o uso de cada
uma das solugdes.

Mic C. albicans C. glabrata C. tropicalis C. parapsilosis
sol

pac B 1 2 8 4 B 1 2 3 4 B 1 2 3 4 B 1 2 3 4
24 306000 590000 0 0 4120 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
26 142000 78000 0 16200 404000 0 0 0 0 0 22000 0 0 0 0 0 0 0 0 0
27 0 0 0 000 2000 88000 0 0 4000 0 0 10600 0 306000 104000 | 12800 0 0 0 0
28 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 0 0 0
29 1500000 0 0 0 0 1340000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
30 60 80 240 5060 2480 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
31 108000 0 40 52000 22400 0 0 0 0 0 15200 0 0 2200 0 0 0 0 0 13400
32 88000 1140000 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 0 0 0 0 0 0 0 140
33 1480 3040 1040 25600 18600 0 0 0 0 0 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0
34 366000 152000 194000 21200 1320 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
35 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
36 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
37 200 980 1940 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
38 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
39 580 16600 64000 920 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
40 126000 52000 6000 200 4000 360000 94000 31200 6000 598 10000 2000 0 400 0 0 0 34000 0 0
41 0 0 0 25600 4780 0 0 g g 080 8600 0 0 0 140 0 0 0 0 0
42 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
43 328000 0 20400 28400 20800 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
44 1280 15200 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
45 1380 420 1440 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
46 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Mic: micro-organismo; Sol: solugbes higienizadoras; B: Baseline; 1: Hipoclorito de sédio a 0,25%; 2: Hipoclorito de sédio a 0,5%; 3: Solugdo de mamona a 10%; 4: Solugéo Salina; pac: pacientes.



TABELA B3 (Continuacdo) - Total de UFC/mL de cada espécie de Candida sp. presente nas proteses totais superiores, no baseline e apés o uso de
cada uma das solugdes.

Mic C. albicans C. glabrata C. tropicalis C. parapsilosis
sol

pac B 1 2 3 4 B 1 2 3 4 B 1 2 8 4 B 1 2 8 4
47 52000 0 0 18000 2500 40000 0 0 0 0 0 0 0 34000 3660 2000 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
49 160000 1640 0 138000 214000 0 0 0 0 0 1200 200 0 2000 40000 0 0 0 0 0
50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 740 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
51 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
52 0 0 120 21200 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4400 0 0 0 0 0 0
53 2500 0 5400 0 0 0 0 0 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
54 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
55 20 0 0 0 0 160 0 0 0 0 60 0 0 0 0 60 0 0 0 0
56 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
57 0 0 0 0 0 0 0 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
58 0 140 174000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12000 0 0
59 76000 2300 32000 0 4300 0 0 0 0 0 2000 0 8000 0 0 38000 0 2000 0 0
60 132000 334000 49800 202000 10400 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
61 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
62 27800 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
63 12200 0 0 0 706000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
64 290 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 40 1380 0 0 0 0 0 0 0

Mic: micro-organismo; Sol: solu¢des higienizadoras; B: Baseline; 1: Hipoclorito de sédio a 0,25%; 2: Hipoclorito de sédio a 0,5%; 3: Solugdo de mamona a 10%; 4: Solucdo Salina; pac:
pacientes.
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ANEXO A - Comité de ética (humero de processo e aprovagao).

FACULDADE DE

ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO g

PRETO/ FORP/ USP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

gese

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo da eficacia de solugdes higienizadoras sobre biofilme de usuarios de

proteses totais.
Pesquisador: Marcela Moreira Salles
Area Tematica:
Versdo: 3
CAAE: 01371412.6.0000.5419
Instituicdo Proponente: Universidade de Sao Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

NiOmero do Parecer: 228.587
Data da Relatoria: 21/03/2013

Apresentacgao do Projeto:
Esta adequadamente construido.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:

Avaliar, por meio de estudo clinico:1. Capacidade de remog&o do biofilme de superficies de proteses totais;

2.

Acao antimicrobiana (in vivo) contra microrganismos especificos - Contagem de unidades formadoras de

colénia
de cepas dos géneros Streptococcus e Candida.
Objetivo Secundario:

Avaliar: 1.Efeito dos métodos instituidos na remissdo da estomatite protélica; 2.Avaliacdo das solucdes

pelos
pacientes, por meio de questionario.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Estao descrilos os riscos e beneficios bem como apoio e atendimento ao sujeito da pesquisa

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O projeto esta adequadamente estruturado de acordo com as normas do CEP
Esta previsto para execucgao o periodo de abril/2012 a outubro /2013

Endereco: Avenida do Café s/n®

Bairro: Monte Alegre CEP: 14.040-904

UF: SP Municipio: RIBEIRAO PRETO

Telefone: (16)3602-0251 Fax: (16)3602-4102 E-mail: cep@forp.usp.br
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ANEXO A (Continuacao) - Comité de ética (numero de processo e aprovagao).

FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO “G8rasn
-
PRETO/ FORP/ USP

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Os termos apresentados estdo de acordo.
Recomendagdes:

Nada a relatar.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Nao ha.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Néo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Projeto aprovado na 131 R.O do CEP/FORP.

De acordo com o Parecer CONEP n° 64457, de 28/06/2012, nesse caso, a aprovagéo élica é delegada ao
Comité de Etica em Pesquisa da instituicdo.

RIBEIRAO PRETO, 25 de Marc¢o de 2013

Assinador por:
JOSE TARCISIO LIMA FERREIRA
(Coordenador)

Endereco: Avenida do Café s/in®

Bairro: Monte Alegre CEP: 14.040-904

UF: SP Municipio: RIBEIRAO PRETO

Telefone: (16)3602-0251 Fax: (16)3602-4102 E-mail: cep@forp.usp.br
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAQ PRETO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Capitulo TV, itens 1 a 3 da Resolucdo 196/96 — Conselho Nacional de Saide)

Convidamos VOCE..........omemmueiscaenmnissinnain RG . a participar como sujeito da
pesquisa “Avaliagiio da eficicia de solugdes higienizadoras sobre o biofilme de usudrios de Proteses Totais” desenvolvida
sob a responsabilidade da CD Marcela Moreira Salles (Pés-graduanda), e com a participagiio da Profa. Dra. Helena de Freitas
Oliveira Paranhos. Profa. Dra. Claudia Helena Lovato da Silva, Prof. Dr. Raphacl Freitas de Souza, Prof. Dr. Evandro
Watanabe, e CD Mauricio Malheiros Badard (Pés-graduando). Apos receber todas as explicagdes necessarias para a participacéio
da pesquisa. cabe a vocé decidir de livre e espontinea vontade se¢ quer assinar esic Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido com a finalidade de autorizar a sua participagfio na referida pesquisa.

Sendo assim. esclarecemos que:

1. O estudo tem por objetivo avaliar produtos liquidos onde as préteses deverdo ficar mergulhadas para a limpeza.

2. Todos os participantes receberdo todos os produtos para serem utilizados.

3. Estes produtos deverdo ser utilizados em casa pelo periodo recomendado. de acordo com as instrugdes que os
pesquisadores entregardo por escrito.

4. Para verificar se o produto esta limpando ou nio, as dentaduras serdio avaliadas na clinica fora da boca.

5. Para isso. as dentaduras serdo coradas com um produto adequado ¢ depois serdo cscovadas pelos pesquisadores
com escova, dgua ¢ pasta até que fiquem limpas.

6. Quando os pesquisadores estiverem manipulando suas proteses, estas poderdo cair no chiio, vindo a quebrar-se.
Porém, todos os cuidados serdo tomados por nds para que isso ndo ocorra, e caso acontega, serdo feitas novas
dentaduras.

7. Caso ocorra algum dano 4 sua saude, em razio da participagio na pesquisa. os pesquisadores serdo responsaveis
por quaisquer despesas.

8. Para que a pesquisa possa atingir os objetivos. todos os participantes deverdo comparecer 4 clinica da Faculdade
de Odontologia de Ribeirdo Preto. nos dias ¢ hordrios agendados. Serio 12 semanas (3mescs). Estes hordrios
serdo agendados no mesmo dia do atendimento para a confec¢io das dentaduras novas.

9. Os pesquisadores se comprometem a prestar assisténcia integral no decorrer da pesquisa, caso algum dano venha
4 ocorrer com as proteses totais.

10. A pesquisa ndo aprescnia riscos previsiveis aos participantes.

11. Como beneficios, os participantes terfio toda a orientagdo ¢ treinamento para que manienham suas proteses
limpas ¢ com isso, uma saude bucal. Além disso. eles receberdo todos os produtos necessarios para a limpeza
das dentaduras, durante o periodo da pesquisa.

12. Os participantes poderdio esclarecer qualquer divida sobre a pesquisa antes, durante ¢ apés a realizagdo da
pesquisa.

13. Os participantes nfio terido custos com os produtos utilizados na pesquisa.

14. Os resultados da pesquisa deverdo ser publicados em congressos. jornais ou revistas.

15. Os pesquisadores manterdo sigilo sobre sua participagiio na pesquisa.

16. Como sua participagio ¢ voluntdria, tem o dircito de interrompé-la em qualquer momento, sem sofrer
penalizacoes.

17. Qualquer diivida que vocé tiver, poderd ser esclarecida por um dos pesquisadores envolvidos nesta pesquisa.
durante o desenvolvimento desta pesquisa. Caso necessitar poderd entrar em contato com a Profa. Dra. Helena
de Freitas Oliveira Paranhos pelo telefone 3602-403 1. ou com qualquer um dos demais pesquisadores.

18. Vocé receberd uma copia desse termo de consentimento.

Apobs esies esclarecimentos. se vocé, nominado acima, concordar cm parlicipar desta pesquisa. solicito que assine abaixo.

Ribeirdo Preto, __30__ de margo de 2012.

AVENIDA DO CAFE S/N*
14040-904 - RIBEIRAO PRETO - S.P. - BRASIL
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Anexo B (Continuagéo) - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAQO PRETO

Pesquisador Responsédvel Claudia Helena Lovato da Silva
Marcela Moreira Salles CPF: 186.456.998-00
CPF: 352.230.378-47 3602-4006
3602-4031
Raphael Freitas de Souza Evandro Watanabe
CPF: 269.932.318-75 CPF: 221.222.858-93
3602-0271 3602-4078
Helena de Freitas Oliveira Paranhos Mauricio Malheiros Badar
CPF: 258.532.791-49 CPF: 802.640.692-34
3602-4031 3602-4006

Paciente ou Responsdvel

Secretana do CEP: Ana Aparecida Ferreira do
Nascimento — M 251
Faculdade de Odontologia de Ribeirfio Preto

Avemida do Calé, Sn — Monte Alegre

AVENIDA DO CAFE §/N®
14040-904 - RIBEIRAO PRETO - 5.P. - BRASIL
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Anexo C - Instru¢des de higiene das proéteses totais.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAOPRETO

INSTRUCOES:

- Escove a dentadura com a escova especifica para proteses totais e sabonete
liquido, apds as refeigdes (café da manha, almogo e jantar — 3 vezes ao dia) por 3
minutos.

- Apés a ultima escovaga@odo dia, imergir a dentadura em um recipiente contendo 200
mL da solugé@o recebida, por 20 minutos.

- Retire a dentadura da solugéo, enxague em agua corrente e coloque a dentaduraem
um copo com agua limpa durante a noite.

- A solucéo paraimerséo da dentadura sera fornecida em frasco contendo o suficiente

para 07 dias de uso.




