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Resumo

VALENTINI, M. Fernanda. Efetividade de diferentes protocolos quimicos de
higienizacdo de proteses totais: ensaio clinico randomizado e comparacédo de
meétodos de avaliagdo. 2016. 130f. Tese (Doutorado em Odontologia) — Programa
de Pds-Graduacdo em Odontologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A inadequada higienizagcdo de proteses totais favorece o acumulo de biofilme e a
colonizacdo de microrganismos podendo originar infeccbes oportunistas como a
estomatite por dentadura e outras doencas sistémicas como pneumonia de
aspiracdo. No entanto, ainda sdo escassos 0s estudos clinicos comprovando qual
seria 0 melhor protocolo quimico de desinfec¢do e remocao do biofilme em préteses
totais. Adicionalmente, ndo ha um consenso sobre qual metodologia seria mais
sensivel para avaliar a eficAcia de protocolos usados na limpeza quimica de
préteses totais. Assim, 0s objetivos desse estudo foram avaliar através de um ensaio
clinico, a eficacia de diferentes protocolos quimicos de higiene na reducdo da
viabilidade microbiana do biofilme formado em usuérios de proteses totais (Parte 1)
e comparar os resultados dos diferentes protocolos de higienizacdo obtidos neste
ensaio clinico através da metodologia microbiolégica (anélise objetiva) e da
metodologia computadorizada (anélise subjetiva) (Parte 2). O ensaio clinico teve um
delineamento randomizado, cruzado e triplo cego (pacientes, dentista e andlise dos
resultados), onde usuarios de préteses totais sem diagndsticode estomatite protética
foram divididos aleatoriamente em quatro grupos (n = 40) de acordo com o produto
quimico de higiene usado: agua (placebo), solucao de hipoclorito de sédio a 0,5%,
solucdo de gluconato de clorexidina a 0,12% e uma solucdo de bicarbonato de
sédio a 5%. O biofilme formado sobre a regido vestibular dos pré-molares e sobre a
superficie interna das préteses totais foram coletados e avaliados em cada fase
experimental, em 7 e 14 dias. Os resultados foram analisados através da analise de
variancia de dois critérios, seguido pelo teste de Tukey. O uso de hipoclorito de
sédio e clorexidina originou em uma menor contagem de microrganismos totais e de
estreptococus do grupo mutans em 14 dias (P=0,04) e ambos mostraram eficacia
semelhante (P=0,819). Nao houve diferenca estatisticamente significante para as
contagens de C. albicans, ndo-albicans e lactobacilos para qualquer tratamento e
tempo avaliado (P>0,05). O uso das solugdes quimicas, hipoclorito de sodio e
clorexidina, resultou em uma adequda estratégia para o controle de biofilme em
usuarios de proéteses totais. Para o estudo de comparacdo das metodologias foram
utilizados os resultados obtidos do ensaio clinico randomizado (n=40), o qual
comparou quatro solu¢des quimicas na reducao do biofilme. Para analise foram
considerados os resultados obtidos na analise microbioldgica e aqueles obtidos da
analise das imagens do biofiime coradas. De um lado, da superficie interna da
protese superior foi coletado o biofilme formado para fazer a contagem dos
microrganismos totais. Do outro lado o biofilme foi corado, fotografado e analisado
utilizando um programa computadorizado (Image Tool 3.0) que quantifica o biofilme
através de pixel. Os dados foram analisados através da analise de variancia de dois



critérios seguido pelo teste de Tukey, com nivel de significancia de 5% para todas as
andlises. Analises microbiolégicas mostraram que o hipoclorito de sodio e
clorexidina proporcionaram mais baixas contagens de microorganismos totais
(P<0,001), enquanto que a analise das imagem ndo mostrou nenhuma diferenca
estatisticamente significante entre os tratamentos (P>0,05). Portanto, as duas
metodologias determinaram resultados diferentes, enquanto a analise microbiologica
mostrou sensibilidade para detectar diferencas entre os tratamentos testados.

Palavras-chave: Produtos Quimicos; Limpeza de Dentadura; Ensaio Clinico
Randomizado; Higiene de Dentadura; Quantificacdo de Biofilme; Sistema de Andlise
de Imagem; Quantificacdo de Biofilme; Ferramenta de Limiarizacao.



Abstract

VALENTINI, M. Fernanda. Effectiveness of different chemical hygiene protocols
of complete denture: a randomized clinical trial and comparasion of
assessment methods. 2016. 130f. Thesis (PhD in Dentistry) — Graduate Program in
Dentistry. Federal University of Pelotas, Pelotas.

The inadequate denture hygiene contributing to biofilm accumulation and
colonization of the microorganisms may contribute to opportunistic infections such as
denture stomatitis and other systemic diseases such as aspiration pneumonia.
However, still are few clinical studies showing which would be the best chemical
protocol for the disinfection and removal of biofilm on complete dentures.
Additionally, there is no consensus of which methodology is the more sensitive to
evaluate the effectiveness of chemical cleaning dentures. Thus, the aims of this
study were to evaluate through a clinical trial, the effectiveness of different chemical
hygiene clinical protocols on reducing microbial viability of the biofilm formed
oncomplete denture wearers (Part 1) and compare data of different chemical hygiene
protocols obtained in this clinical trial by microbiological (objective analysis) and
computerized (subjective analysis) methodologies (Part 2). This clinical trial was a
randomized design, cross and triple blind (subjects, dentist and outcome analysis),
where complete denture wearers without candidiasis were randomly divided into four
groups (n = 40) according to the chemical cleanser: water (placebo), 0.5%
sodium hypochlorite solution, 0.12% chlorhexidine gluconate solution or 5% sodium
bicarbonate solution. The biofilm formed on palate and denture’s teeth were collected
and assessed on each experimental phase for microbiological analysis at the 7" and
14" days. Data were analyzed by two-way ANOVA followed by Turkey’s test. The
use of sodium hypochlorite and chlorhexidine led to lower total microorganisms and
mutans streptococci counts at 14 days (P=0.04) with both showing similar
effectiveness (P=0.819). There was no statistically significant difference in C.
albicans, non-albicans and lactobacilli counts in all treatments and time points
studied (P>0.05). The use of sodium hypochlorite and chlorhexidine chemical
cleansers resulted in an appropriate strategy for biofilm control in complete denture
wearers. The study of comparative methodologies used data of a randomized clinical
trial (n=40) comparing four chemical cleanser solutions. For analysis were
considered the results obtained in the microbiological analysis and those obtained
from the analysis of the staining images on the computer. On one side, biofilm
formed on internal surface of the maxillary dentures was collected and processed to
obtain total microorganisms count. On the other side the biofilm was stained, and the
photographs analyzed using a computer program that quantifies the biofilm by pixel.
Data were analyzed with two-way ANOVA followed by Turkey post hoc test with a
significance level set at 5% for all analyses. Microbiological analysis showed that
sodium hypochlorite and chlorhexidine yielded in lower microbial counts (P<0.001),
whereas the image analysis showed no statistically significant difference among



treatments (P>0.05). The two methodologies resulted in different outcomes, with
microbial analysis count showing a more sensitive effect of the treatments tested.

Key-words: Chemical Products; Cleaning Dentures; Randomized Controlled Trial;

Denture Hygiene; Plaque Quantification, Image Analysis System, Denture Hygiene,
Qualitative Biofilm, Image Thresholding.
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1 Introducéo

Pacientes idosos usuarios de préteses totais necessitam de atencéo especial
do cirurgido-dentista, devido as caracteristicas das proteses e a idade avancada dos
pacientes, o qual pode culminar para uma diminuicdo das habilidades manuais,
levando a uma inadequada higienizacdo (PARANHOS et al.,, 2007). Tal aspecto
resulta na formacéao de biofilme (NEILL et al., 1968) e facilita o desenvolvimento das
alteracdes bucais tais como a estomatite protética (ABELSO, 1985).

Esta inflamacédo também é denominada de estomatite induzida por prétese,
ou candidiase atrdfica crbénica, que ocorre em 15 a 70% dos usuarios de proteses
totais (CUETO et al., 2013). Tal prevaléncia tem grande impacto na saude publica
porque 0S microrganismos presentes nestes biofilmes apresentam resisténcia as
terapias antifingicas convencionais (LEWIS et al., 2001; DONLAN et al., 2002; AL-
FATTANI et al., 2006; NETT et al., 2007; GONZALEZ et al., 2008; NIIMI et al.,
2010), e ainda, a doenca mostra alta taxa de recorréncia (GENDREAU et al., 2011).
Em funcédo disso, a organizacdo mundial da saude (OMS) introduziu as doencas
orais como um problema de saude publica devido a sua alta prevaléncia e incidéncia
em todo o mundo (PETERSEN, 2003).

Adicionolmente € importante salientar que qualquer fonte infecciosa presente
na cavidade bucal pode comprometer a saude geral, aumentando o0s riscos de
doenca sistémica tais como a pneumonia de aspiragcdo em pacientes idosos
usuarios de protese total (VAN DER MAAREL et al., 2013; GENDREAU et al., 2011).
Assim, utilizar protocolos de higiene de protese associandos a imersdo em solucdes

desinfetante € recomendado, pois auxiliam na remocédo do biofilme, atuando na



16

destruicdo dos microrganismos (ASAD et al., 1992) além de evitar a recolonizacéo
(FERREIRA et al, 2009).

Com relacdo aos produtos quimicos, alguns estudos in vitro (JIN et al., 2003;
NIKAWA et al., 2003) e in vivo (GORNITSKY et al., 2002; RAHAL, 2003)
comprovaram a sua eficacia. Porém, outros estudos afirmam que quando utilizados
isoladamente, estes produtos ndo sdo efetivos na remocédo do biofilme sobre as
proteses (SESMA et al.,, 1999). Os métodos quimicos de limpeza podem ser
divididos em cinco grupos, dependendo de seus constituintes e mecanismo de acéo
(TOMAMOTO et al., 1991). Estes incluem peroxidos alcalinos, hipocloritos alcalinos,
acidos, desinfetantes e enzimas (NIKAWA et al., 1999; DE SOUZA et al., 2015).

A maioria dos limpadores quimicos de protese séo peréxidos alcalinos, sendo
gue os peroxidos ndo reduzem a quantidade de biofilme sobre a prétese, néo
causam melhora nos tecidos palatinos inflamados, nem séo eficazes contra espécies
de Candida (PARANHOS et al., 2007), embora mostrem atividade antimicrobiana
contra Estreptococcus do grupo mutans (SILVA et al., 2008; ANDRADE et al.,
2011).

Os hipocloritos séo Uteis para quebrar os componentes do biofilme da prétese
eficientemente, desagregando-o. Estudos demonstraram que a imersdo das
préteses em solucéo de 0,5% de hipoclorito de sédio (BELL et al., 1989; SILVA et
al., 2009; FERREIRA et al.,, 2009) foram eficazes para eliminar C. albicans e C.
glabrata. O diglucanato de clorexidina é um anti-séptico de largo espectro, tanto no
combate de Candida albicans como nao- albicans (ELLEPOLA; SAMARANAYAKE,
2000; 2001a), apresente excelentes propriedades antimicrobianas, substantividade,
capacidade de reduzir a formacédo de biofilme e de desorganizar o biofilme preé-

formado (ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 2001; EPSTEIN, 1990; FERRETTI et
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al.,1990). Em um estudo clinico recente, tanto a imersdo em gluconato de
clorexidina de 2% por 5 minutos ou 0,12% por 20 minutos, foram eficientes na
reducao de biofilme (ANDRADE et al., 2011).

O bicarbonato de sddio (NaHCO3), mesmo com o0 uso clinico difundido,
possui poucos estudos clinicos na literatura com relacdo a utilizagdo como
substancia terapéutica na prevencdo da estomatite protética. No entanto, em um
estudo in vitro (SOUSA et al., 2009), parece ser uma alternativa viavel, uma vez que
reduziu significativamente a adesdo de Candida albicans e Estreptococcus do grupo
mutans nas superficie de resina acrilica. (SILHACEK; TAAKE, 2005). Assim, estudos
gue avaliem a eficacia de diferentes solu¢cées quimicas no controle da formacéo de
biofiilme devem visar encontrar uma solucdo padrdo que apresente atividade
antimicrobiana sem prejudicar a saude do paciente ou causar alteracdes nas
caracteristicas fisico-estruturais da protese (AZEVEDO et al., 2006; PAVARINA et
al., 2003).

A literatura tém relatado diferentes metodologias utilizadas em ensaios
clinicos para avaliar a eficacia de protocolos quimicos de limpeza na reducdo de
biofilme formado sobre proteses totais (NIKAWA et al.,, 1999; ULUDAMAR et al.,
2010; DE SOUZA et al., 2015). Os meétodos mais utilizados sado a avaliacéo
microbiolégica (contagem de unidade formadora de colénia - CFU), a digitalizacao
microscopica, a coloracdo associada com a avaliacdo visual do biofilme, a analise
UV, o sistema planimétrico de biofilme e os métodos computadorizados (sistema de
analise de imagem) (CRUZ et al., 2011; De ANDRADE et al 2011; De SOUZA et al
2015).

Desta forma, ha dificuldades para selecionar uma metodologia adequada e

capaz de quantificar o biofilme formado nas superficies das proteses totais devido a
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falta de padronizacéo e validacédo dessas métodologias (CRUZ et al., 2011; NIKAWA
et al, 1999; ULUDAMAR et al., 2010; De Souza et al., 2015). Ainda, existem poucos
estudos clinicos randomizados (ECRs), bem delineados que possam trazer
evidéncia para as condutas clinicas, determiando qual protocolo quimico de higiene
€ mais eficaz na manutencao e prevencao do acumulo de biofilme em protese total
(MCCABE et al., 1996; NIKAWA et al., 1999; CRUZ et al., 2011; De SOUZA et al.,
2015. Desta forma, este estudo avaliou diferentes protocolos quimicos de limpeza
de protese total bem como comparou duas diferentes metodologias envolvidas neste

processo.

1.2 Objetivos
1.2.1 Geral

Avaliar através de um ensaio clinico randomizado a eficacia de diferentes
protocolos quimicos de higienizacdo na reducdo da viabilidade microbiana no
biofime formado em préteses totais, visando encontar um protocolo efetivo de
higienizagdo baseado em envidéncia. Ainda, objetiva-se comparar os dados deste
ensaio clinico randomizado que avaliou diferentes protocolos quimicos de
higienizagdo de préteses totais, utilizando duas metodologias diferentes, a analise

microbiolégica e a analise computadorizada.

1.2.2 Especificos

Artigo 1

0] Avaliar clinicamente o efeito dos principais métodos quimicos de higienizagéo
na viabilidade microbiana no biofilme formado sobre a superficie de préteses

totais;
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(i) Encontrar um protocolo quimico eficaz para servir como padrdo na

higienizacdo de proteses totais;

Artigo 2
(i)  Encontrar uma metodologia para servir como padrdo em ensaios clinicos de

avaliacao de higiene de protese total.

As hipoteses nulas testadas foram as de que:

Artigo 1 - Nao haveria diferenca entre os protocolos quimicos de higienizagcéo
testados ;

Artigo 2 - Nao haveria diferenca nos resultados encontrados entre metodologias

diferentes.



2 Projeto de Pesquisa
2.1 Introducéao

Polimeros sdo amplamente utilizado em Odontologia (SHAMACK et al.,
2000) sendo o polimetilmetacrilato (PMMA) o polimero de escolha para confeccao
da base de préteses totais. Esse material apresenta boas propriedades mecanicas e
estéticas, sendo, no entanto, sucetivel a colonizacdo por microrganismos, em
especial a Candida albicans (VERRAN et al.,1997; NIKAWA et al., 1997). Este
patdogeno pode estar relacionado com o desenvolvimento da estomatite protética
(WEBB et al., 1998; BARBEAU et al., 2003; ZAREMBA et al., 2006), que geralmente
afeta os portadores de proteses removiveis (BUDTZ-JORGENSEN, 1981;
JEGANATHAN; LIN, 1992.; ESPINOZA et al., 2003; EMAMI et al., 2007).

A candidiase bucal pode ser classificada a partir da presenca de grandes
placas brancas pseudomembranosas na mucosa, lingua e boca,
lesdes palatais eritematosas caracteristicas da candidiase atrofica crénica e queilite
angular nas comissuras labiais (SAMARANAYAKE, 1990; SCULLY et al., 1994;
SHAY et al.,, 1997). Apesar da Candida albicans também ser encontrada em
individuos saudaveis (CALDERONE, 2002.; SAMARANAYAKE et al, 2002), fatores
locais e predisponentes & que irdo induzir a modificagcdo da microbiota bucal,
tornando este patdgeno de comensal a patogénico. A candidiase pode ser
classificada de acordo com Newton em Tipo (I) lesbes inflamatdrias, eritematosas;
Tipo (ll) Eritema difuso, simples ou generalizado em mucosa coberta por prétese e
Tipo (1) lesdes granulares ou papilares comumente envolvendo a parte central do

palato duro e rebordo alveolar.
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A adesdo de microrganismos as proteses totais depende da estrutura,
composicdo e propriedades fisico-quimicas da superficie, além das células
microbianas (BELLON-FONTAINE at al., 1990; BUSSCHER; COWAN; VAN DER
MEI, 1992), as quais irdo aderir via formacdo de um biofiime. A formacdo de
biofilmes multi-espécie, envolto por uma matriz extracelular, protege o biofilme da
acdo de patdégenos exdgenos, da acdo de alguns medicamentos e da acdo da
prépria saliva, o que aumenta a chance de sobrevivéncia de todos os constituintes
do ambiente bucal. Este fato é considerado o primeiro passo para a colonizacéo
fungica, levando a um processo infeccioso (CHANDRA et al., 2001; CANNON;
CHAFFIN, 1999; RAMAGE et al., 2004).

Dessa forma, as espécies de Candida podem aderir diretamente ou via uma
camada de “placa de dentadura” as bases de proteses (SAMARANAYAKE;
MACFARLANE, 1980; BRANTING et al.,1989; EDGERTON et al., 1993;
COULTHWAITE; VERRAN , 2007). Na cavidade bucal, durante o processo de
colonizac&o, 0 microrganismo, para alcancar e interagir com o substrato necessita
interagir com a pelicula adquirida, formada pela adsorcéo seletiva de glicoproteinas
salivares, que se forma imediatamente apds o contato da superficie da prétese com
a saliva (DE JONG et al., 1984; QUIRYNEN; BOLLEN, 1995). A formacédo desta
pelicula esta diretamente associada a sua capacidade de molhamento que é
regulada pela energia livre de superficie (SIPAHI et al.,, 2001), influenciando a
adesdo de Candida sobre o material (QUIRYNEN; BOLLEN, 1995; SIPHAI et al.,
2001).

Um dos fatores importantes que afetam a adesdo dos microrganismos na
base das proteses totais € a interacao hidrofébica (RADFORD et al., 1999; MINAGI

et al., 1985) e hidrofilica (HORBETT et al., 1988), que é caracterizada como



22

molhabilidade. A capacidade de formar uma superficie com caracteristicas de pouca
aderéncia esta diretamente ligada a capacidade de um material ou estrutura ter
baixa energia de superficie e ao angulo de contato formado com o aderente (GAO;
MCCARTHY, 2006). Além disso, tem sido sugerido que as superficies das resinas
podem alterar a interacdo i6nica entre a base da protese e dos microrganismos
(PARK et al., 2003; PURI et al., 2008; PARK et al., 2008). As interacfes hidrofébicas
ocorrem entre a superficie das células e o substrato que possa permitir que as
células suportem as forcas de atracdo repulsivas (DONLAN et al., 2002),
independentemente da espécie microbiana que ira aderir por interacdo hidrofobica,
esta dependera da hidrofobicidade da membrana dos microrganismos (YOSHIJILA
et al., 2010).

Em relacdo aos microrganismos, o Streptococcus mutans, possui superficie
hidrofébica (GIBBONS et al.,1983; TAHMOURESPOUR et al., 2008), bem como a
Candida glabrata, que apresenta hidrofobicidade maior do que C. albicans,
reforcando a sua adesao a superficie convencional do acrilico (YOSHIJIMA et al,.
2010). Assim, modificar a superficie hidrofilica deveria ser um método eficaz de
inibicdo inicial da aderéncia de microorganismos em especial C. albicans (AZUMA et
al., 2012). Embora alguns materiais como a silica venham sendo amplamente
aplicados numa variedade de materiais dentarios (KANTA et al., 2005) para revestir
e modificar materiais hidrofobicos, poucos estudos tém investigado o efeito da
adeséao na reducéo de C. albicans em PMMA (AZUMA et al., 2012).

Neste contexto, a modificacdo da superficie dos biomateriais, por meio de
tratamento com plasma tem sido proposto (EVERAERT et al., 1998; SHMAC et al.,
2000; YILDIRIM et al., 2005), focando no aumento da hidrofilicidade dos biomateriais

(LAI et al., 2006; YILDIRIM et al., 2005; RANGEL et al., 2004), modificacdo da
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composicao quimica das superficies (HODAK et al., 2008; SUANPOOT et al, 2008)
e a reducdo na adesao bacteriana (RAD; AYHAN; PISKIN, 1998), além de permitir
que fluoretos se incorporem nos materiais (RANGEL et al., 2003; GURUVENKET et
al., 2008), o que poderia resultar em uma carga negativa na superficie (ROBINSON
et al., 1997) e reducédo da aderéncia de Candida (PARK et al., 2003; KLOTZ et al,
1985; ZAMPERINI et al., 2010). Outras formas de cobertura como o metacriloiloxietil
fosforilcolina (MPC) (ISHIHARA et al., 1992; IWASAKI et al., 2003; OGAWA et al.,
2003) e o polietilenoteleftalato (HIROTA et al.,, 2005) diminuem a aderéncia dos
microrganismos as superficies. Desta forma, pode ser sugerido que a base da
prétese carregada com materiais negativos possam impedir a adesao de C. albicans
e reduzir o desenvolvimento de estomatite protética (HIROTA et al., 2005). Novas
coberturas repelentes a agua tém obtido elevados angulos de contatos, o que torna a
composi¢cdo menos toxica e ainda eficiente (LAKSHMI et al., 2011; DASTJERDI et al.,
2012).

No entanto, € importante salientar que a efetividade da modificacdo destas
superficies deve ser testada em modelos complexos de biofilmes, uma vez que
estes sdo mais resistentes aos agentes antimicrobianos (COSTERTON et al, 1999;
WILSON et al, 1996). Desta forma o modelo de biofilme de microcosmo proveniente
de saliva humana assemelha-se a placa natural e supera muitas dificuldades
encontradas em estudos de biofilme in vitro e in vivo (SISSONS et al, 1991,
SISSONS, 1997). Além disso, € um dos mais apropriados métodos de crescimento
de biofilmes, uma vez que permite a producdo de uma comunidade estavel de
biofilme bucal (KINNIMENT et al, 1996; HOPE et al., 2002). No entanto, uma

cobertura anti-aderente, com agentes que minimizem a formacao de biofilme, ainda
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€ pouco estudada, até o presente momento nenhum estudo mostrou a reducao da
adeséo através de um modelo de biofilme de microcosmos.

Por outro lado, como se sabe, a manutencdo da saude bucal em pacientes
usuarios de proteses totais através da remocdo de biofilme é um problema
aparentemente comum (SRINIVASAN; GULABANI, 2010), especialmente pacientes
geriatricos (KULAK-OZKAN et al., 2002; OPDAM, 1992). Para esses pacientes, uma
combinacdo de limpeza mecanica e quimica com imersdo da prétese em
higienizadores, é obrigatéria para reducdo do acumulo de biofime (BUDTZ
JORGENSEN, 1979,1983; NIKAWA, 1999).

Com relacéo aos produtos quimicos, alguns estudos in vitro (JIN et al., 2003;
NIKAWA et al, 2003) e in vivo (GORNITSKY et al.,, 2002; RAHAL, 2003)
comprovaram a sua eficacia. Porém, outros estudos afirmam que quando utilizados
isoladamente, estes produtos ndo sdo efetivos na remocdo do biofilme sobre as
proteses (SESMA et al.,, 1999). Os métodos quimicos de limpeza podem ser
divididos em cinco grupos, dependendo de seus constituintes e mecanismo de acéo
(TOMAMOTO et al., 1991). Estes incluem peroxidos alcalinos, hipocloritos alcalinos,
acidos, desinfetantes e enzimas. A maioria dos limpadores quimicos de protese sdo
perdxidos alcalinos, sendo que os perdxidos ndo reduzem a quantidade de placa
sobre a protese, ndo causam melhora nos tecidos palatinos inflamados, nem séo
eficazes contra espécies de Candida (PARANHOS et al., 2007), embora mostrem
atividade antimicrobiana contra Streptococcus mutans (SILVA et al., 2008;
ANDRADE et al., 2011).

Os hipocloritos séo Uteis para quebrar os componentes do biofilme da prétese
eficientemente, desagregando-o, do substrato aderido mas tém efeito danoso sobre

0s metais odontoldgicos, resinas acrilicas e condicionadores de tecidos (ABELSON
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et al., 1981; BOSCATO et al., 2009) criando irregularidades na superficie da proétese,
podendo facilitar maior formacédo de biofilme. Contudo, estudos demonstraram que a
imersdo das proteses em solucéo de 5,25% (KINYON et al,1989; YILMAZ et al.,
2005; DAHLAN et al. 2011) ou 0,5% de hipoclorito de sédio (BELL et al., 1989;
SILVA et al., 2009; FERREIRA et al., 2009) foram eficazes para eliminar C. albicans
e C. glabrata. Ainda, parece ser recomentado uma solugédo de duas colheres de cha
de hipoclorito de sédio em um copo de agua (100ml) durante 10 minutos para o
tratamento de préteses contaminadas com Candida albicans (DAHLAN et al., 2009).

O sabédo como agente higienizador auxiliar € um produto acessivel e isento de
abrasivos, com efetividade relatada sobre microrganismos anaerdbios e leveduras
(MOORE et al., 1984) e sobre manchas (MCCABE et al., 1995). Estudos indicam
gue a associacdo do sabdo de coco ao hipoclorito de sédio ou ao cloreto de
cetilpiridineo consiste em um método eficaz, embora experimentos clinicos sobre
sua efetividade, como método isolado, ndo sejam relatados (BARNABE et al., 2004;
MARTINS SILVA, 1996) .

O digluconato de clorexidina é um anti-séptico de largo espectro, tanto no
combate de Candida albicans como nédo- albicans (ELLEPOLA; SAMARANAYAKE,
2000; 2001a). No entanto, embora a clorexidina apresente excelente propriedades
antimicrobianas, substantividade, capacidade de reduzir a formacao de biofilme e de
desorganizar o biofiime pré-formado (ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 2001;
EPSTEIN, 1990; FERRETTI et al.,1990) também apresenta alguns efeitos colaterais,
incluindo leve desconforto ou sensacdo de ardor em contacto com a mucosa oral,
esfoliagcéo epitélial e coloragéo de dentes e acrilicos. Numa concentracdo de 2%, o
gluconato de clorexidina tem sido utilizado com sucesso no tratamento de estomatite

protética (ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 2000). Em um estudo clinico recente,
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tanto a imersdo em glucanato de clorexidina de 2% por 5 minutos ou 0,12% por 20
minutos, foram eficientes na reducéo de biofilme (ANDRADE et al., 2011).

O glutaraldeido em uma concentracdo de 2% também demonstrou eficacia
contra Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Escherichia coli, Candida
albicans e Bacillus subtilis in vitro (SILVA-LOVATO; PARANHOS, 2006). Maior
eficdcia desta solucdo contra Staphylococcus aureus e Candida albicans ap6s 10
minutos de imersdo (ANGELILLO; BIANCO; NOBILE, 1998) e mais tempo
necessario para a eliminacado de esporos de Bacillus subtilis, ap6s 20 minutos de
imersdo. A principal vantagem deste produto € que ele é inativado quando em
contato com a materia organica, ndo € corrosivos e nao degrada materiais plasticos,
no entanto, tem potencial de toxicidade.

O bicarbonato de sddio (NaHCO3), mesmo com 0 uso clinico difundido,
possui poucos estudos clinicos na literatura com relacdo a utilizacdo como
substancia terapéutica na prevencdo da estomatite protética. No entanto, em um
estudo in vitro (SOUSA et al., 2009), parece ser uma alternativa viavel, uma vez que
reduziu significativamente a adesédo de Candida albicans nas superficie de resina
acrilica. O bicarbonato de sédio apresenta baixa abrasdo, baixo custo, relativa
seguranca se ingerido acidentalmente e compatibilidade com o fluoreto, o que é uma
vantagem importante (NEWBRUN et al., 1997). Esta compatibilidade associada a
sua eficiéncia contra Streptococcus mutans (SILHACEK; TAAKE, 2005) faz o
bicarbonato de sédio uma opcao para usuarios de proteses parciais.

Alguns habitos como a remocao da protese durante a noite e a sua higiene
correta com o uso diario de solucdes desinfetantes sdo mencionados na literatura
como eficazes na prevencao e tratamento de estomatite protética (BARBEAU et al.,

2003; HARRISON et al., 2004; KULAK-OZKAN etal., 2002), além de trocas regulares
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das proteses. Assim, estudos que avaliem a eficacia de diferentes solucdes
desinfetantes no controle de Candida deve visar encontrar uma solugéo padrao que
apresente atividade antimicrobiana sem prejudicar a saude do paciente ou causar
alteracdes nas caracteristicas fisico-estruturais da prétese (AZEVEDO et al., 2006;

PAVARINA et al., 2003).

2.2 Aspéctos Eticos
As partes 1 e 2 deste projeto de Tese serdo enviados ao Comité de Etica em
Pesquisa. A parte 3 ja tem parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa com

parecer 140/20009.

2.3 Parte 1
2.3.1 Delineamento experimental

Estudo in vitro da adesdo inicial de diversos microrganismos envolvidos na
estomatite protética sobre superficies de resina acrilica modificada por uma
cobertura super-hidréfoba.

Este estudo in vitro terd um delineamento inteiramente aleatorizado e cego
(material e contagem de microrganismos), considerando o tipo de material
(polimetilmetacrilato - PMMA polimerizado termicamente, PMMA com superficie
modificada e sem a superficie modifica (controle)) como fatore do estudo. A adesédo
de microrganismos (Candida, estreptococos do grupo mutans, microrganismos totais
e lactobacilos), rugosidade de superficie e energia livre de superficie serdo as
variaveis dependentes do estudo. Sera utlizado saliva humana através de um
modelo de biofilme de microcosmos. Este estudo serd encaminhado ao Comité de
Etica e Pesquisa da UFPel e o participante assinard o TCLE (Apéncide A). Os
espécimes (n=10) serdo preparados a partir resina acrilica termicamente
polimerizada (Acron MC, GC America, Alsip, IL, Estados Unidos). Todas as amostras

terdo a sua rugosidade e energia livre de superficie avaliada anteriormente ao
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ensaio de aderéncia. Os espécimes serdo testados numa camara de fluxo (Figura
1). Primeiro, a saliva do voluntério seré inoculada na superficie das amostras por 2 h
e a seguir, o0 meio de cultura serad perfusionado para o ensaio de adesdo. A
contagem dos microrganismos sera realizada utilizando-se meios de cultura

especificos e peso do biofilme.

6/8 \
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Figura 1 - Camara de fluxo ligada a bomba peristaltica para o ensaio de adesdo (VASILAS et al.,
1992; NIKAWA et al., 1997; MILLSAP et al., 1999; PEREIRA-CENCI et al., 2008).

2.3.2 Preparacdo de resinas acrilicas

As amostras de PMMA serdo preparadas a partir de resina acrilica
termicamente ativada (Acron MC, GC America, Alsip, IL, Estados Unidos) (controle)
por meio da técnica de compressao do molde. Inicialmente, padres em cera serao
cortados nas dimensfes de 2,5 x 1,2 x 0,2 cm e depois inseridos em uma mufla,
seguindo as etapas do encaixotamento tradicional de resina acrilica. Posteriormente
a mufla sera aberta e 0s espécimes em cera serdo removidos, com agua quente,
originado os espacgos para posterior inser¢do da resina acrilica. Apés a manipulacao
e insercdo da resina, a mufla entdo sera fechada e o processo de polimerizacao
realizado de acordo com as instrugBes do fabricante. Um lado dos espécimes

passara por acabamento com lixas d’agua 320, 400 e 600 e polimento com um disco
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de feltro e escova de Robson com pedra pomes e branco de Espanha (BRAUN et
al,. 2003). As amostras de resina acrilica seréo imersas em agua destilada a 37 °C
durante 12 h para a remocédo do monodmero residual (OLIVEIRA et al., 2003). Apos

0S espécimes serao revestidos com a cobertura super-hidrofoba (fator em estudo).

2.3.3 Preparacéao da cobertura super-hidrofoba

Uma solucao hidrofoba baseada em organo-silano sera utilizada baseada em
estudo prévio (OLIVEIRA, 2012): 2,5% de perfluorodecil-trietéxi-silano (Sigma-
Aldrich) diluido em dimetilsulfoxido.

Apoés a cobertura pronta, sera aplicado 3 camadas da solugcéo na superficie
do substrato (n=10) e o conjunto sera aquecido (substrato/cobertura) a 150°C por 2

horas, com taxa de aquecimento de 10°C/min.

2.3.4 Rugosidade de superficie

A rugosidade de superficie (Ra) das amostras sera medida utilizando um
rugosimetro (SURF CORDER SE 1700 Industria Kozaka, Kozaka, Japdo), com uma
resolucdo de 0,01 mm, comprimento calibrado a amostra de 0,8 mm, 2,4 mm de
percussdao medida e 0,5 mm/s. Trés mensuracoes em diferentes locais de cada
espécime serdo realizadas e a meédia aritmética sera o valor de rugosidade de
superficie para o referido espécime. Ap0s a mensuracdo da rugosidade de
superficie, os espécimes serdo submetidos a desinfeccdo em banho ultra-sénico

durante 20 minutos (LUO; SAMARANAYAKE, 2002).
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2.3.5 Energia livre de superficie

Para caracterizar as propriedades de molhamento das superficies de resina
acrilica, angulos de contato serdo medidos para cada espécime. A agua sera
escolhida como o liquido teste (MINAGI et al., 1985; MOURA et al., 2006) (Figura
2a). A configuracdo experimental consistira de uma fase ajustavel em que as
amostras serdo colocadas e uma gota (15 ulL) de agua destilada desionizada sera
dispensada em 0 graus na superficie dos espécimes com inclinacdo através de uma
micropipeta (MOURA et al.,, 2006). Fotografias das gotas serdo tomadas
imediatamente sob condi¢cdes padrdo e os angulos de contato serdo medidos
(AutoCAD 2005, Autodesk Inc., EUA) (Figura 2b). O valor médio de trés medi¢cdes
para cada superficie serd usado. Energia livre de superficie sera calculada (Maple
9,5, Waterloo Maple Inc., Canadd), utilizando os angulos de contato e a seguinte

equacao:

/ (A7)
cos(@))=—1+2 s ep

7

Figura 2 - Espécime de resina acrilica colocado sobre o dispositivo para captura de imagem apoés
deposicao da gota (a); Mensuracdo do angulo de contato em espécime de resina acrilica para
posterior obtengéo da energia livre de superficie (b).

As superficies que formarem um angulo de contato com a agua entre 90° e 150°
sao consideradas hidréfobas enquanto as maiores que 150° sdo consideradas super

hidr6fobas (GAO; MCCARTHY, 2006; MA; HILL, 2006).
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2.3.6 Crescimento de biofilme em modelo de microcosmos

Seré utilizado modelo de biofilme de microcosmos anteriormente descrito
(FILOCHE; SOMA; SISSONS, 2007; VAN DE SANDE et al., 2011). Saliva humana
sera utilizada como indculo. Serdo utilizados 80mL de saliva, de um doador
saudavel, usuario de prétese total, que ndo tenha utlizado antibiGticos,
enxaguatorios bucais ou qualquer outro medicamento conhecido por afetar
microrganismos ou composicao salivar e o fluxo salivar nos ultimos 3 meses. A
saliva sera recolhida durante a estimulacdo mastigatéria com Parafilm M (American
Co., Greenwich, CT, EUA) em um tubo de Erlenmeyer esterilizado de gelo-
refrigerados. Como substrato, sera utilizada a resina acrilica com e sem a cobertura
super-hidréfoba, dividida em 2 grupos (n= 10 amostras por gurpo), oS quais serao
alocados em tempos de avaliacédo para adesdo inicial de microrganismos: 2, 4, 6 € 8
hrs. As resinas serdo pesadas em conjunto com microtubos estéreis (peso inicial). O
biofilme de microcosmos crescera sobre as resinas em meio definido enriquecido
com mucina com glicose a 1%.

As resinas serao transferidas assepticamente para uma camara conectada a
bomba peristaltica dentro de uma camara de fluxo laminar para evitar contaminacéo
e 0,4 mL de saliva fresca e homogeneizada sera dispensada sobre cada resina.
Apos 2h a 37°C, a saliva sera delicadamente aspirada e meio de cultura (DMM) sera
perfusionado através de bomba peristaltica a 0,5 mL/min em anaerobiose, com a
utilizacdo e gas injetado no reservatério do sistema e mantidas a 37°C por até 8h,
conforme condig&o experimental.

Apos a perfusdo do meio de cultura por determinado tempo, o fluxo sera

trocado para tampao PBS, a fim de remover os microrganismos ndo aderentes da
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camara e dos tubos do sistema. As amostras serdo removidas e imediatamente

colocadas nos tubos pré-pesados para a analise microbiolégica.

2.3.7 Anélise microbiolégica

Para analise microbiologica os espécimes coletados serdo acondicionados
em tubo para microcentrifuga, onde sera adicionado 1mL de solucdo de NaCl a 0,9%
esterilizada e este conjunto sera sonicado. A seguir, as amostras serao
normalizadas por peso seco. O peso seco consiste no peso inicial do eppendorf,
antes da colocacéo da solucdo e do espécime, subtraido pelo peso final do biofilme,
apos centrifugacdo. A parte da suspensao restante sera diluida serialmente até a
proporcdo de 1:100.000.000 (107") em solucdo salina. As diluices serdo semeadas
em placas de petri contendo os meios de cultura: a) mitis salivarius bacitracina
(MSB), contendo 0,2 unidades de bacitracina/mL e 0,001% de telurito de potassio,
para determinacdo de estreptococos do grupo mutans (diluicdo 10°); b) Meio Agar
sangue, para determinacdo das microrganismos totais (diluicdo 107); c) Meio
CHROMagar Candida para determinacéo de espécies de Candida (diluicdo 10™); d)
Meio Agar Rogosa, para determinacéo de lactobacilos (diluicdo 10™).

Neste estudo os estreptococos do grupo mutans, os lactobacilos e as
espécies de Candida serdo as selecionadas porque aderem a superficies duras na
cavidade bucal, como dentes ou proteses, e estdo envolvidas na formacdo e
acumulo de biofilme sobre as superficies mencionadas (CARLSSON et al., 1969).
Em acréscimo, deve ser destacado que essas bactérias correspondem a um terco

de todas as espécies encontradas no biofilme de préteses (NYVAD; KILIAN, 1987).
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2.3.8 Contagem de microrganismos

A contagem das unidades formadoras de colénia (UFC) sera expressa em
UFC/mg biofilme. Além disso, a porcentagem de estreptococos do grupo mutans,
lactobacilos e cada espécie de Candida em relagdo aos microorganismos totais
viaveis do biofilme seréo calculados. Para a contagem das colbnias, um microscopio
estereoscopico sera utilizado; coldnias atipicas (nos meios para lactobacilos,
estreptococos do grupo mutans) serdo identificadas através de coloracdo de Gram e
bacterioscopia. Utilizando a seguinte equacéao:

[ X=(n?).5.10 ™*]

n’= n° de coldnias contadas

n= diluicdo

x= resultado em UFC

2.3.9 Analise estatistica

Valores médios de rugosidade e de energia livre de superficie serdo
analisados por analise de variancia. Os dados da contagem de colbnias serdo
submetidos a analise estatistica e os pressupostos de homogeneidade de variancia
e a distribuicdo normal dos erros seréo testados para resposta testada, utilizando-se

p<0,05.

2.4 Parte 2

O desenvolvimento deste experimento somente ocorrerd se 0s resultados
encontrados no estudo in vitro (Parte 1) forem favoraveis, ou seja, se a superficie

modificada resultar em diminuicdo da adesao inicial de microrganismos.
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2.4.1 Delineamento experimental

Estudo in situ da formacdo de diversos microrganismos envolvidos na estomatite
protética sobre superficies de resina acrilica modificada por uma cobertura super-
hidréfoba.

Este estudo serd um estudo clinico in situ, randomizado e cego com formacao
de biofilme de até 07 dias, com delineamento de acordo com 0 CONSORT (2010).
Serdo convidados a fazer parte do estudo 10 voluntarios usuéarios de protese total
superior, com indicacdo para substituicdo, sendo portadores do microrganismo
Candida, avaliado por um screening inicial para verificar a presenca do
microrganismo, 0s participantes assinardo o TCLE (Apéndice B). O calculo do
namero de pacientes a serem incluidos no estudo, para detectar uma reducédo na
formacao de biofilme, foi baseado no estudo de OLIVEIRA (2012), na ordem de 37%
devido ao uso da cobertura super-hidrofébica sobre os espécimes, foi usado o nivel
de significancia de 5% e um poder de 80% para chegar a um tamanho de amostra
de 8 (oito) individuos por grupo. Mais 2 (dois) individuos por grupo serao recrutados
para evidar perdas ou desisténcias, resultando em n=10. Considerando perda de
10%. Os espécimes serdo feitos com PMMA com modificacdo ou ndo de superficie,
conforme Parte 1 da tese. Os espécimes serdo mensurados previamente quanto a
rugosidade e energia livre de superficie. Este estudo sera encaminhado ao Comité
de Etica e Pesquisa da UFPel .

Serdo inseridos na protese total superior antiga dos voluntarios de forma
randomizada através do programa Microsoft Office Excel, 12 espécimes de resina
acrilica termopolimerizavel, 6 modificadas com uma cobertura super-hidréfoba e 6
espécimes de resina acrilica termopolimerizavel (controle) (Figura 3). Apos 24 h, 48h

e 7 dias, tanto o biofilme formado como os espécimes serdo removidos em
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duplicata, sendo o biofilme usado para analise microbiol6gica e os espécimes para
reavaliacdo de sua rugosidade de superficie e energia livre de superficie. Terminado

0 estudo in situ, os voluntarios receberdo proteses novas superiores e inferiores.

2.4.2 Selecao dos voluntarios
Serao selecionados 10 voluntarios que atendam os critérios de inclusao:

1. Adultos saudaveis portadores de prétese total superior com indicacdo para
substituicao;
2. Que nao apresentem historico de uso de antifingicos, antibioticos, medicamentos
para xerostomia ou anti-sépticos bucais nos ultimos 03 meses;
5. Tenham disponibilidade para comparecerem a FO/UFPel nos dias pré-
determinados;
6. Concordem com o termo de consentimento livre e esclarecido, aprovado pelo
comité de ética em pesquisa da FO/UFPel.

Critérios de exclusao:
1. Pacientes com doencas sistémicas nado controladas, portadores de diabetes
mellitus ou que facam uso de antibiéticos ou medicacédo que sabidamente diminuam
o fluxo salivar;
2. Pacientes que néao forem portadores do fungo Candida residente;

3. Pacientes que néo forem usuarios de proétese total superior.

2.4.3 Screening para a presenca de Candida
Para se certificar da presenca do microrganismo Candida na cavidade bucal
sera feito um screening inicial coletando biofilme do palato com o auxilio de swab e

semeado em placas CHROMagar Candida incubadas em aerofiia a 37 £1° C
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durante 24 horas para verificar a presenca do microrganismo. Os voluntarios que
nao apresentarem resultados positivos para a presenca do microrganismo Candida
serdo excluidos do estudo mas serdo encaminhados para clinicas de referéncia

(UPDIII) para confeccéao de novas proteses.

2.4.4 Preparo dos espécimes

Os espécimes de resina acrilica termicamente polimerizada sem cobertura
super-hidréfoba (controle) (Acron MC, GC America, Alsip, IL, Estados Unidos) seréo
proporcionados e manipulados de acordo com as instru¢des dos fabricantes para a
confeccdo de espécimes nas dimensdes de 0,5 x 0,5 x 0,2 cm. Receberéo
acabamento e polimento e terdo suas superficies modificadas (superficie super-
hidréfoba) conforme o projeto in vitro. Os espécimes com superficie modificada
(superficie super-hidrofoba) serdo preparados de acordo com a metodologia descrita

no Parte 1 nas mesmas dimensdes que o controle acima descrito.

2.4.5 Rugosidade e energia livre de superficie
A rugosidade e energia livre de superficie serdo mensuradas conforme

protocolo descrito na Parte 1.

2.4.6 Insercao dos espécimes na protese

A protese total antiga de cada voluntario (as usadas pelo paciente quando o
mesmo sera selecionado) sera limpa com jato de 6xido de aluminio para remocéao de
calculo e biofilme aderidos a superficie. Posteriormente a protese sera polida com
escova e pedra-pomes, disco de feltro e branco de Espanha, nesta ordem. Desta

forma, todos os aparelhos protéticos apresentardo as mesmas condicdes
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superficiais de lisura e limpeza, para que este aspecto nao interfira nos resultados
deste estudo. ApOs acabamento e polimento dos espécimes, este seréo
imediatamente colocado nas préteses antigas dos pacientes para simular o uso
clinico (BOSCATO et al., 2010).

Seis espécimes de cada lado da protese (seis espécimes resina acrilica
termicamente polimerizada (controle) (Acron MC, GC America, Alsip, IL, Estados
Unidos) e seis espécimes resina acrilica com cobertura super-hidréfoba serdo
fixados com cera pegajosa em um recesso medindo 0,6 x 0,6 x 0,2 cm previamente
preparado na regido palatina, correspondente a localizacdo dos pré-molares e
molares da protese (vertente palatina do rebordo alveolar) (Figura 3). Os recessos
incialmente serdo desenhados com lapis na regido padronizada da base da protese
onde posteriormente com o auxilio de micromotor, peca reta e fresa apropriada, sera
realizado cavidades nas delimitacbes dos desenhos. Estes recessos estardo na
parte interna da proétese total, diretamente em contato com o palato. Este local sera
escolhido porque esta regido de palato e prétese superior sdo os locais de maior
prevaléncia destes fungos (VANDEN ABBEELE et al., 2008). Ap0Os realizados os
procedimentos acima descritos, as proteses serdo devolvidas aos voluntarios, e
estes utilizardo as suas proteses normalmente.

Os voluntarios se alimentardo normalmente e dormirdo com as proéteses
(SHEEN;HARRISON, 2000), removendo as mesmas 3x/dia para higienizacao
(PARANHOS et al.,, 2007; SILVA-LOVATO et al.,, 2010). Nao sera permitida a
utilizagdo de quaisquer enxaguatoérios ou medicamentos durante as duas fases do
estudo. Eventualmente se algum voluntario relatar tal uso, o mesmo sera

automaticamente excluido do estudo.
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(b) (©)

Figura 3 - Adequacdo das bases da protese (a); esquema dos recessos para colocacdo dos
espécimes (b) espécimes inseridos nos recessos na regido palatina de uma prétese total superior (c).

Todos os voluntarios receberdo instrucbes impressas de higiene oral,

cuidados com as proteses e esclarecimentos sobre a pesquisa (Apendicé E).

2.4.7 Coleta do material

Decorridos os tempos de 24 h, 48 h e 7 dias, dois espécime de cada material
(resina acrilica com superficie super hidréfoba e resina acrilica controle) serao
coletado em duplicata com auxilio de espatula estéril e depositado em tubos para
microcentrifuga previamente esterilizados, os tubos serdo mantidos em banho de
gelo até o processamento. Os recessos serdo limpos e preenchidos com cera
utilidade.

Ao final do experimento, 0s recessos das proteses serdo preenchidos com
resina acrilica auto polimerizavel que passara por acabamento e polimento. Os
voluntarios em momento algum ficardo sem usar sua protese. Apos finalizarmos a
pesquisa prosseguiremos a sequéncia clinica para confeccdo de nova proétese total

superior e inferior.
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2.4.8 Andlise microbiolégica

Os espécimes coletados serdo acondicionados em tubo para
microcentrifuga, onde sera adicionado 1mL de solucdo de NaCl a 0,9% esterilizada
e este conjunto sera sonicado. A seguir, as amostras serdo normalizadas por peso
seco. O peso seco consiste no peso inicial do eppendorf, antes da colocacdo da
solucéo e do espécieme, subtraido pelo peso final do biofilme, apds centrifugacéo.

A parte da suspenséao restante sera diluida serialmente até a proporgcéo de
1:100.000.000 (10°") em solucdo salina. As diluicbes serdo semeadas em placas de
petri contendo os meios de cultura: a) mitis salivarius bacitracina (MSB), contendo
0,2 unidades de bacitracina/mL e 0,001% de telurito de potassio, para determinacao
de estreptococos do grupo mutans (diluicdo 107); b) Meio Agar sangue, para
determinacdo dos microrganismos totais (diluicdo 107); c) Meio CHROMagar
Candida para determinacdo de espécies de Candida (diluicdo 10™).; d) Meio Agar
Rogosa, para determinacéo de lactobacilos (diluicdo 10™).

A semeadura sera realizada pela deposicdo de aliquotas (20 uL) destas
diluicbes em duplicata nas placas. As placas de CHROMagar Candida seréo
incubadas em estufa a 37 +1°C por 48 h. As placas de MSB, Rogosa, e Agar sangue
serdo incubadas em estufa a 37 +1°C por 72 h, em atmosfera anaerobiose. As
unidades formadoras de col6nia (UFC) serdo contadas, e os resultados serdo
expressos em UFC/mg biofilme. Além disso, sera calculada a porcentagem de
estreptococos do grupo mutans, lactobacilos e cada espécie de Candida em relacéo
aos microorganismos totais viaveis do biofilme. Para a contagem das colonias, um
microscopio estereoscopico sera utilizado; colbnias atipicas serdo identificadas

através de coloragéo de Gram e bacterioscopia.
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Apo6s a obtencao dos resultados, os mesmos serdo tabulados e submetidos a
analise exploratéria dos dados. A escolha do teste estatistico a ser utilizado
dependera da homogeneidade dos resultados. O nivel de significancia de 5% sera

utilizado nas analises.

2.5 Parte 3
2.5.1 Delineamento experimental

Este estudo serd um ensaio clinico controlado, cruzado e randomizado e triplo
cego (paciente, operador clinicos, e analise de biofilme) com tipo de limpador como
fator em estudo. O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa protocolo
140/2009 (Anexo A). A saude bucal dos voluntarios serd avaliada e todos os
participantes assinardo o TCLE (Apéndice C). Serdo selecionados 24 pacientes
usuarios de prétese total superior em boas condic¢des clinicas. O desenho do estudo
clinico randomizado sera realizado conforme o CONSORT (2010). Os voluntarios
serdo divididos aleatoriamente em 4 sub-grupos. Durante 4 fases de 14 dias, os
voluntarios utilizardo um dos 4 tratamentos para higienizacdoo de suas proéteses,
dependendo da aleatorizacdo. O biofime formado serd corado e sera realizada

analise da composicdo microbioldgica do mesmao.

2.5.2 Critérios de inclusao e exclusdo dos voluntarios

Serdo chamodos a participar do estudo, 0S pacientes recentemente
reabilitados na disciplina de Protese Dentaria da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal de Pelotas, entre um e dois anos de uso da proétese total
superior. O numero de voluntarios para cada grupo experimental foi n=24, calculo

este realizado a partir de publicacbes prévias que testaram protocolos de
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higienizacdo de protese com delineamento semelhante (SHEEN; HARRISON 2000),
foi usado o nivel de significancia de 5% e um poder de 95%.
Formula do calculo amostral:

N.Z%.p.(1-p)
ZZp.(1-p) +ei(N—1)

n=

Onde:

n= amostra calculada

N= populacéo

Z= variavel normal padronizada associada ao nivel de confianca
p= verdadeira probabilidade do evento

e= erro amostral

Estes serdo examinados, selecionados de acordo com a proposta da
pesquisa, esclarecidos sobre a mesma e convidados a participarem do projeto de
pesquisa. Esses voluntarios responderdo um questionario semi-aberto a fim de se
obter dados sociais destes, para posterior correlacdo e dados sobre fatores
extrinsecos atuantes, como por exemplo o tabagismo (Apéndice D).

Serdo selecionados os voluntarios que atendam aos seguintes critérios de
inclusao:

1. Voluntarios saudaveis, que utilizem protese total superior sem necessidade de
substituicdo, que foram reabilitados recentemente na FO/UFPel ( entre um e dois
anos de uso)
2. Tenham disponibilidade para comparecerem a FO/UFPel nos dias pré-
determinados;
3. Concordem com o termo de consentimento livre e esclarecido, aprovado pelo

Comité de Etica em Pesquisa da FO/UFPel;
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4. Nao apresentar histérico de uso de antifingicos, antibiéticos, medicamentos para
xerostomia ou anti-sépticos bucais nos ultimos 03 meses;

Seréo excluidos do estudo individuos com limitada atividade motores ou com
doencas sistémicas que impossibilitem o individuo de participar do estudo, como por

exemplo, pacientes com candidiase, os quais imediatamente receberao tratamento.

2.5.3 Adequacéo das proteses e divisdo dos grupos experimentais

Para evitar que a quantidade de biofilme inicial dos voluntarios selecionados
fosse despadronizada antes do inicio do estudo, os individuos serao incluidos se o
escore de placa inicial observado na base da protese total for maior que 1 (1 a 25%
de cobertura de biofilme (SHEEN; HARRISON, 2000)). Apds a adequacao inicial da
prétese, no tempo baseline (To) as proteses serdo coradas e fotografadas para
guantificacdo de biofilme inicial, correspondente ao baseline. As proteses usadas por
cada voluntario serdo limpas com escova de robson e pedra pomes. Um periodo de
7 dias de “run-in” antes do experimento sera realizado para que o0s voluntarios
acostumem-se com o protocolo. Serdo fornecidas escova e pasta dental e um
recipiente para “treinamento” do protocolo, onde o0s sujeitos deverédo imergir suas
proteses em agua por 10 minutos, seguido de escovacgdo, a qual sera mostrada
durante a consulta. Os individuos utilizardo suas proteses durante a noite (SHEEN;

HARRISON, 2000).

2.5.4 Screening para a presenca de Candida
Para se certificar da presenca do microrganismo Candida na cavidade bucal
sera feito um screening inicial coletando biofilme do palato com o auxilio de swab e

semeado em placas CHROMagar Candida incubadas em aerofiia a 37 £1° C
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durante 24 horas para verificar a presenca do microrganismo. Os voluntarios que
nao apresentarem resultados positivos para a presenca do microrganismo Candida
serdo excluidos do estudo mas serdo encaminhados para clinicas de referéncia

(UPDIII) para confeccao de novas proteses.

2.5.5 Padronizacao da higienizacdo quimica e mecanica

Os voluntarios receberéo instrucdes de higiene bucal atraves da Técnica diga-
mostra-faca. Onde primeiramente iremos falar como devera ser feito a higienizagéo
mecanica da protese, a qual devera ser realizada 3 vezes ao dia, ap0s cada
refeicdo, todos os voluntarios receberdo as mesmas instru¢cdes impressas de higiene
bucal (Apéndice F). Seguindo pela demonstracdo pratica da técnica e finalizando
com cada voluntario demosntrando como aprendeu que dever ser feito a correta
higienizacdo da prétese. Eles também serdo instruidos a lavar a cavidade bucal,
com bochecho de agua da torneira depois da escovacdo (ANDRADE et al., 2011),
bem como lavar as proteses com agua da tarneira apés o periodo de imersédo das

mesmas.

As solucdes seréo colocadas em potes ambar de mesmo tamanho e formato,
para que se tenha o cegamento do pesquisador, bem como os agentes de limpeza
serdo fornecidos pelos pesquisadores. ApOs 7 dias, sera realizada a analise descrita
a seguir e os voluntarios aguardardo por um periodo de wash-out de 7 dias para
alocacdo no proximo grupo experimental, caracterizando-se assim um ensaio
cruzado, no qual o voluntario passara por todos os tratamentos. Ainda, receberéo
impresso 0 protocolo de imersdo juntamente com o dia da semana pré-estipulado
para a imersao das proteses, assim sera determinado, visando patronizar e delimitar

gue a imersao realmente so sera feita 1 vez por semana.
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Apos a evidenciacao de biofilme no baseline os individuos seréo alocados em
quatro grupos experimentais de forma randomizada, utilizando-se envelope pardo
lacrado (preparado por um pesquisador que ndo atuara nesta pesquisa) contendo
em seu interior, o niamero do grupo ao qual foi designado de acordo com a
substéancia e proposta de protocolo aplicado, conforme descri¢cdo a seguir:

Grupo 1: realizaréo trés vezes ao dia a higiene bucal mecanica (PARANHOS
et al., 2007; SILVA-LOVATO et al., 2010), com uma escova macia e dentifricio,
fornecidos pelos pesquisadores. Receberdo também solugdo aquosa sem qualquer
principio ativo para imerséo de suas proteses 1 (uma) vez por semana (placebo).

Grupo 2: higiene diaria mecanica conforme G1 e 0s pacientes serao
orientados a imergir a prétese em solucao de hipoclorito de sodio a 0,5 % durante 10
minutos (BELL et al., 1989; SILVA et al., 2009; FERREIRA et al., 2009), 1 (uma) vez
por semana.

Grupo 3: higiene diaria mecéanica conforme G1 e 0s pacientes serdo
orientados a imergir suas préteses em solugcdo de clorexidina 0,12% durante 10
minutos (SOUSA et al., 2009), 1 (uma) ver por semana.

Grupo 4: higiene diaria mecénica conforme Gl e 0s pacientes seréo
orientados a imergir suas proteses em solucao de bicarbonato de sddio 5% durante

10 minutos (SOUSA et al., 2009), 1 (uma) vez por semana.

2.5.6 Critérios de avaliacao / Analises a serem conduzidas.
2.5.6.1 Desfechos primarios

1. Cobertura de biofilme avaliada por métodos objetivos.

2. Contagem microbioldgica em tecidos moles, prétese e saliva (com auxilio de

swab).
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2.5.6.2 Desfechos secundarios

(1) Saude das areas cobertas pelas proteses: i. Tecidos moles e mucosas (areas
edemaciadas, vermelhas, com micro ou macropapulas, apresentando sangramento)
Estes aspectos serdo avaliados clinicamente e registrdados através de imagens

fotograficas.

(2) Satisfacao dos pacientes e/ou preferencia: através de um questionario

(Apéndice G)

2.5.6.3 Efeitos adversos

i. Aparéncia da protese (exemplo: manchas, alteracdo de cor): através de um
colorimetro (HONG et al., 2009). Este sistema baseia-se em 3 parametros para a
definicdo de cor: L *, a * e b *. L* representa o grau de brilho e luminosidade, a*
representa um vermelho-verde, e * b representa amarelo-azul. A mudanca de cor
(AE) de cada protese sera calculada com o uso da férmula abaixo (WYSZECKI;

STILES, 1982):

AE = [(AL *) 2 + (Aa *) 2 + (Ab *) 2] %

Onde a * e b * sdo na escala cromatica representado pelo vermelho como
+ a * e verde como -a *, enquanto corresponde para o amarelos + b * e azul para -b
*. Delta L *, Aa*, e Ab * representam as diferencas medidas paraL *, a *, b * (HONG

et al., 2009)

ii. hipersensibilidade ou reacdes adversas aos farmacos (exemplo: gosto ruim):

através de um questionario (Apéndice G)
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2.5.7 Analise do acumulo de biofilme

Em cada tempo de avaliacdo (TO, T7 e T14) para os diferentes grupos,
as proteses serdo coradas com substancia Replak (Dentsply Ind. e com Ltda),
escolhido por apresentar boa capacidade de corar biofilme e facilidade de remocéao
da protese dentaria, aléem do poder de diferenciar calculo da placa bacteriana
através da coloracédo azul e rosa (claro a escuro), respectivamente (LOVATO et al.,
2000), este passara por uma avaliagdo prévia, atraves de um protocolo piloto, para
avaliar a seguridade do corante quanto a viabilidade microbiolégica apds a
exposicdo do biofiilme ao corante. O corante permanecerda durante 1 min na
superficie. Em seguida, as proteses serdo lavadas em agua corrente e avaliadas
guanto a presenca de biofilme nas regides previamente estabelecidas para anélise:
superficie interna das proteses superiores, gengiva artificial, dentes artificiais
anteriores e posteriores (Tabela 1).

Para quantificacdo do biofilme, serdo empregados métodos baseados nos
indices propostos por AMBJORNSEN et al. (1984) , sendo os critérios adaptados as
areas da protese total selecionada para avaliacdo (Tabela 2), e dividida em
quadrantes as regides estabelecidas para avaliacdo, aplicando-se, através de uma
analise qualitativa, os escores correspondentes. Imagens digitais de alta resolucao,
padronizadas quanto a distancia e foco, serdo realizadas por um operador
previamente treinado, utilizando uma maquina fotografica. Serdo capturadas
imagens de cada protese total superior corada (SHEEN; HARRISON, 2000), nos
tempos TO, T7 e T14. As areas coradas incluirdo todas as regides da proétese total
superior: (i) regiao vestibular (frontal, esquerda e/ou direita), (ii) superficie interna em
angulo de 90. Uma (1) foto de cada angulo (SHEEN; HARRISON 2000), sendo

quatro (1) sobre a superficie vestibular, e quatro (1) sobre o palato (Figura 4). Cada
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imagem serd analisada através das contagens dos pixels formados nas areas
coradas da base de protese, que serdo projetadas em uma tela com dimensdes de
1m x 1m. Cada quadrado de 10 cm x 10 cm preenchido por uma superficie corada
representara 1% da area total da superficie (SHEEN; HARRISON 2000; BOSCATO

et al., 2009)

Tabela 1- Método de avaliacéo pré-evidenciacdo (DAVID et al.,1981; SHEEN; HARRISON, 2000).

Escore Critério Descricao
0 Biofilme ausente Auséncia de biofilme visivel
1 Leve acumulo de Até 25% da superficie da protese
Biofilme coberta por biofilme — prétese

fracamente corada

2 Moderado acumulo Até 50% da superficie da prétese
de biofilme coberta por biofilme — protese
moderadamente corada

3 Intenso acumulo > 50% da superficie da prétese
de biofilme coberta por biofilme — prétese

intensamente corada
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Figura 4 - Método visual para padronizacao das imagens radiograficas (AUSBERGER; ELAHI, 1982.;

SHEEN; HARRISON, 2000).

Tabela 2- Método de avaliacdo p6s-higienizacao (DAVID et al.,1981; SHEEN; HARRISON, 2000).

Escore

Critério

Descricao

0 Muito eficiente

1 Eficiente

2 Parcialmente

Corado

3 Ineficiente

100% de remocéo de biofilme

75% de remocéo de biofilme

50% de remocéo de biofilme

< 25% de remocao de biofilme

Intensidade diminuiu de SIM para
NAO corado
Intensidade diminui de +/- para
NAO corado
Intensidade diminui de SIM para
+/- corado
A Intensidade n&o alterou o

processo de higienizacao
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2.5.8 Andlise microbiolégica

O biofilme formado sera coletado com microbrush e diluido serialmente. As
diluicdes serdo semeadas em placas de petri contendo 0os meios de cultura: a) mitis
salivarius bacitracina (MSB), contendo 0,2 unidades de bacitracina/mL e 0,001% de
telurito de potassio, para determinacdo de estreptococos do grupo mutans (diluicdo
10); b) Meio Agar sangue, para determinacdo das microrganismos totais (diluicdo
107); c) Meio CHROMagar Candida para determinacdo de espécies de Candida
(diluicdo 10™); d) Meio Agar Rogosa, para determinacdo de lactobacilos (diluicdo
10).

A semeadura sera realizada pela deposicao de aliquotas (20 uL) destas
diluicbes em duplicata nas placas. As placas de CHROMagar Candida seréo
incubadas em estufa a 37 +1 o C por 48h. As placas de MSB, Rogosa, e Agar
sangue serdo incubadas em estufa a 37 +1 °C por 72 h, em atmosfera anaerobiose.
As unidades formadoras de colénia (UFC) serdo contadas, e os resultados serao
expressos em UFC/mg biofilme. Além disso, a porcentagem de estreptococos do
grupo mutans, lactobacilos e cada espécie de Candida em relacdo aos
microorganismos totais viaveis do biofilme serdo calculadas. Para a contagem das
colénias, um microscopio estereoscépico sera utilizado; colbnias atipicas serdo

identificadas através de coloracdo de Gram e bacterioscopia.

2.5.9 Andlise estatistica
Os dados serdo submetidos a analise estatistica e 0s pressupostos de
homogeneidade das variancias e a distribuicdo normal dos erros serao testados para

resposta testada.
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2.6 Orcamento e recursos

2.6.1 Recursos humanos
Para o referente estudo serdo dispostos um (03) aluno de poés-graduacéo
responsavel pelo desenvolvimento do projeto, dois (02) académicos que ajudaréo
na execucao do projeto; um (01) professor orientador, que se responsabiliza pela
seriedade do estudo e pela execucdo do projeto; dois (02) professores co-
orientadores responsaveis pela orientacdo dos académicos e execucdo cada

qual de uma parte do projeto.

2.6.2 Recursos financeiros
Para a execucdo do projeto serdo utilizados recursos financeiros provenientes

dos proéprios pesquisadores (Edital Universal CNPq 2011 e 2012) (Tabela 3).

2.7 Equipamentos
Os equipamentos a serem utilizados neste trabalho estdo detalhados na

Tabela 4 abaixo.

2.8 Cronograma de execugao

As etapas de execuc¢ao do presente estudo seréo:
1. Levantamento bibliogréfico inicial,
2. Qualificacéo do Projeto de Tese
3. Selecéao e screening de pacientes;
4. Definicdo da metodologia e teste de equipamentos;
5. Execucao dos testes experimentais;

6. Recolhimento e analise estatistica dos resultados obtidos;
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7. Levantamento bibliogréafico adicional;

8. Redacao de relatérios e artigo para publicacéo;
9. Divulgacdo em congressos e/ou seminarios;
10.Defesa da Tese.

O cronograma de execucéo das etapas esta detalhado na Tabela 5.

Tabela 3- Orgamento

Projeto Item Valor
Resina Acrilica Termopolimerizavel 90,00
Cobertura super-hidréfoba 200,00
Tubos Falcon 15 e 50 mL 50,00
Placa de Petri descartavel 500,00
Alca digalssica de plastico estéril e descartavel (0,01 mL) 300,00
para semeadura dos microrganismos -
. Ponteiras para pipeta 0 — 200 400,00
Parte 1 (In vitro) Ponteiras 100 -1000 100,00
Tubos para microcentrifuga 200,00
Lixas d’agua nimero 320, 400 e 600 50,00
Swab 30,00
Meio de cultura Blood Agar base 250,00
Meio de cultura MSB 250,00
Meio de cultura Agar Rogosa 250,00
Meio de Cultura CHROMagar 250,00
Total: 2.920,00
Itens da parte 1 2.920,00
Broca esférica 30,00
Materias para polimento 80,00
Parte 2 (In situ) Escova de dente e dentifricio 25,00
Materias para confec¢do das proéteses (alinato, godiva, 5.000,00

Impregum, dentes de estoque)

Total: 8.055,00

Parte 3 (In vivo) Itens da parte 1 2.920,00
Materiais de Polimento 80,00

Materiais de escritério e impressao 350,00

Escova de dente e dentifricio 200,00

Solugdes de limpeza 400,00

Corantes 300,00

Total: 4.250,00

Projeto Total: 15.225,00

de doutorado




Tabela 4- Equipamentos

Equipamento

Fabricante

Mufla Metalica

Vibrador para Gesso

Espatulador de Gesso a vacuo
Agitador Orbital TE-420

Estufa para Esterilizacdo

Gerador de anaerobiose

Jarras para anaerobiose
Rugosimetro Surf Corder SE 1700
Agitador de tubos AP 56
Sonicador

Pipeta 0-200

Pipeta 100-1000

Cémera Fotografica Cybershot 707
Cémera de Fluxo

Dental Campineira
Dental Campineira
Dental Campineira
Tecnal
Fanem

Jouan
Kozakalab
Phoenix
Bausch & Lomb
Gilson

Gilson

Sony

Tabela 5- Cronograma de execucéo das etapas
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2012

Jan Fev Mar | Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
1 1 1 2 3 3
2013

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

4 4 4.5 3,4 3,4 3,4 4,5 5 5 5 4 4
2014

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

5 5 5 6 6 6 6 7 7.8 7 7 7
2015

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

7 7 7,8 7 10




3 Relatorio de Trabalho de Campo
3.1 Aspectos éticos

O projeto desenvolvido, PARTE 3, foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de
Pelotas (FO-UFPel/ RS) sob parecer n°140/2009 (Anexo A). Os voluntarios
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido, a fim de autorizar sua

participacdo no estudo (Apéndice A).

3.2 CondigOes gerais

Devido a inviabilidade de executar confeccdo da superficie super-hidréfoba
em tempo habil. N&ao foi possivel executar o projeto PARTEL e consequentemento o
PARTE 2, pois este dependia dos resultados do primeiro para ser desenvolvido.

Para o estudo clinico randomizado, foram selecionados 40 voluntarios,
usuarios prétese total superior entre um e dois anos de uso. O estudo foi
completamente cego (quanto a analise microbiolégica) e aleatorizado. O desenho do
estudo foi cruzado e descrito conforme o0 CONSORT. Os voluntarios foram divididos
aleatoriamente em 4 sub-grupos. Durante 4 fases de 14 dias, utilizando 4 diferentes
tratamentos para higienizacdo de suas proéteses, dependendo da aleatorizacdo. O
biofime formado na parte interna de um dos lados da prétese e na regido vestibular
dos pré-molares foi coletada em cada tempo (7 e 14 dias) para a andlise e
comparacdo microbiolégica do mesmo. Ainda, em cada tempo observado as

proteses também foram coradas por 1 minuto e fotografadas para posterior analise.
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Destes, dois voluntarios foram perdidos devido ao uso de antibidtico e
necessidades cirargicas, resultando em trinta e oito pacientes (n=38). Para aqueles
com a doenca (Estomatite por dentadura), os quais foram excluidos do estudo, todos
receberam terapia antifangica com Fluconazol 150 mg dose Unica e Nistatina creme
3 vezes ao dia (SAMARANAYAKE et al., 2009; CANNON; FIRTH, 2006; NININ et al.,
2010). Além de instrucdo de higiene com escova de dente macia e pasta de dente
convencional, usada tanto na higiene da protese como para higiene de tecidos
moles de lingua da cavidade oral. Foi instruido a desinfec¢éo através da imersdo em
solucéo hipoclorito de sédio a 0,5% durante 10 minutos a cada 4 dias (FERREIRA et
al., 2009). Todos os voluntarios foram acompanhados durante 3 meses para avaliar

a remissao total dos sinais clinicos da inflamacao.

3.3 Rotinas laboratoriais

3.3.1 Coleta e processamento

Decorridos os tempos de 7 e 14 dias, o biofilme formado em um dos lados
da parte interna da prétese e na regiao vestibular dos pré-molares foi coletado com o
auxilio de um microbrush estéril, em uma éarea pré determinada, através de um
molde feito por uma matriz metélica (2cm por 2 cm), e depositados em eppendorfs
previamente esterilizados, contendo 1mL de solugcéo de NaCl a 0,9%, os eppendorfs
foram mantidos em banho de gelo até o processamento. Este conjunto foi sonicado
e diluido para o plaqueamento nos meios de cultura.

As fotografias foram feitas apds as proteses serem coradas por 1 minuto e
lavadas com agua corrente (no lado oposto aos da coleta do biofilme). As imagens
foram feitas com uma camera (Canon EOS Digital Rebel Canon Inc., Tokyo, Japan)

em um angulo de 90° em relacdo a protese, nos tempos baseline, 7° dia e 14° dia.
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Decorridos 07 dias de intervalo (washout), os mesmos voluntarios
participaram das proximas fases do experimento (total de 4 fases). Foram 77 dias de
experimento (4 fases de 14 dias cada) com 3 semanas de intervalo. Todos 0s
pacientes receberam padronizacdo de suas proteses com escova de Robson e
pedra pomes, além de polimentos com uma sequéncia de borrachas especificas
para acrilico, antes do inicio do experimento. Aqueles pacientes que possuim dentes
no arco inferior e/ou prétese removivel inferior também passaram pela padronizacgao.
A cada término de uma das fases testes, era feito novamente o protocolo de

padronizacao (baseline).

3.3.2 Protocolo de obtencéo do biofilme

Os pacientes foram instruidos a higienizar suas proteses trés vezes ao dia
(manhd, tarde e noite) e fazer a imersdo da protese 1 vez por semana durante 10
minutos. Nao houve restricbes alimentares e foram orientados a permanecer com as
proteses em boca durante 24 horas por dia, ja que todos relataram ndo remové-las a
noite. No dia das coletas eles foram orientados a ndo comer e nem higienizar a
prétese por pelo menos 1hs antes da coleta.

O biofilme coletado foi colocado em eppendorfs contendo 1 mL de solugcéo
salina estéril, sonicados (Sonicador UNIQUE, Indaiatuba, SP, Brasil) com poténcia
de 30W, amplitude de 5%, com 3 pulsos de 10 segundos cada, para obtencéo do
biofilme em suspensdo homogénea. Em seguida, as suspensdes de biofilme eram
diluidas serialmente e plagueadas em meios de cultura para contagem de
estreptococos do grupo mutans, lactobacilos, espécies de Candida e

Microrganismos totais (CENCI, 2008.; TENUTA et al., 2006).
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Do lado oposto a coleta, o biofilme foi corado por 1 minuto, lavado e

fotografado. E as imagens obtidas foram armazenas para posterior analise.

3.4 Alteracdes no projeto original
3.4.1 Dificuldades encontradas

A primeira dificuldade encontrada foi conseguir todos o0s voluntarios
para participar do experimento, no nosso estudo em especial, foi ainda mais dificil
porque todos os voluntarios ja deveriam ter suas proteses novas, portanto, a grande
maioria dos voluntarios ndo tinham paciéncia de continuar indo na faculdade por
mais 3 meses, uma vez por semana. Ainda, apos as sugestdes da banca decidimos
acrescentar 16 voluntarios no projeto, totalizando 40 voluntarios. Desta forma, o
namero de voluntarios passou de 24 para 40. Considerando assim, um poder maior
para o estudo.

Apos conseguimos selecionar os 40 voluntarios (que se enquadravam nos
critérios de inclusdo e exclusdo do nosso estudo, que aceitaram participar, da
pesquisa e assinaram o TCLE), todos passaram pela adequacdo e padronizacao
das suas proteses no tempo baseline (To) com escova de Robson e Pedra Pomes,
seguidos pela sequéncia de polimento. Para aqueles que possuiam dentes no arco
inferior foi feito adequacé&o bucal, raspagem e alisamento radicular e ainda limpeza e
padronizacdo das préteses inferiores mesmo que ndo entravam no estudo. Para
agueles que a prétese nao estava confortavel foi feito ajustes e reconsultas até que
todos estivessem com o mesmo padréo de adaptagcédo e higiene. Todos receberam
escova, pasta de dente e solucdo placebo (dgua) para execurar um piloto antes no

inicio do experimento.
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Porém, para nossa surpresa, ap0s todas essas etapas feitas e concluidas,
guando estdvamos com tudo pronto para dar inicio ao experimento clinico, fomos
avisados, atraveés da solicitacdo da professora da diciplina de protese total, que trinta
(30) dos nossos voluntarios estariam participando de outro estudo na disciplina de
prétese total, e, portanto, ndo estavam liberados a participar de outro estudo. Diante
disso, os trinta voluntarios foram chamados, esclarecidos do ocorrido, orientados a
procurar a disciplina de protese total e automaticamente excluidos do estudo. Esse
acontecimento acabou resultando em atraso de mais de dois meses para o inicio do
experimento.

Em decorréncia do grande numero de fases, do desenho do estudo ser
cruzado e do tempo de cada fase (14 dias) tivemos que lidar com a ansiedade e
cansaco dos pacientes. Para isso faziamos motivacdo a cada fase para que eles
nao desistissem do estudo. Adicionalmente, além dos produtos de higiene da
pesquisa, era oferecida passagem de Onibus, lanches e brindes no final de cada
fase, tudo pensando na motivacdo dos voluntarios. Ainda, foi necessario, fazer
ligacbes para todos os voluntarios nos dias das imersdes, porque na primeira
semana de coleta, trés voluntarios foram para coleta sem ter feito a imerséo prévia,
e iSS0 nos preocupou, entado para prevenir adotamos essa conduta.

Apos sugestao da banca, optamos por nao fazer o teste de alteracao de cor,
com o colorimetro (efeitos adversos), ja que o tempo de avaliacdo era 14 dias para
cada produto (dois dias de imersao por 10 minutos cada), entédo, pouco provavel que
teria uma alteragdo notéria. Bem como ndo fizemos a analise microbiolégica em
tecidos moles, uma vez que seria muito maior 0 NoSso custo e ainda exigiria um

espaco fisico ainda maior.
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N&o acrescentamos os dados da entrevista e do questionario apds a
realizacdo do estudo, devido a limitacdo de palavras pela revista escolhida. Mas
temos em arquivo essas informacdes, para estudos futuros.

Em virtude do tempo dispendido na adequacdo da metodologia, o
cronograma previsto para inicio dos experimentos foi alterado. Tendo em vista, que
30 voluntarios previamente selecionados, tiveram que ser excluidos do estudo.
Adicionalmente, modificamos o protocolo de analise de biofime de UFC/mg de
biofilme para UFC/mm?, ja& que optou-se em ndo realizar a andlise de peso seco,
uma fez que foi pré-determinado a area de coleta em 2 cm por 2 cm.

Apoés as consideracdes da banca, resolvemos alterar a forma de analisar as
imagens digitais. No projeto inicial era pelo método visual, pelos indices propostos
por AMBJORNSEN et al. (1984), porém, por se tratar de um método mais antigo e
subjetivo, foi proposto fazer as analises através de um software e/ou programa de
analise de imagens de computador, julgando ser um método moderno, barato e além
de também estar sendo muito usado em ensaios clinicos de protocolos de higiene.
Optamos entdo, pelo software muito usado nos artigos clinicos avaliando
quantificacdo de biofilme, Image Tool 3.00. Inicialmente a dificuldade foi conseguir
baixar o programa, mesmo sendo de livre acesso, ndo roda em Windows mais
modernos e nem em MAC, versdes mais novas nao existem. Entdo tivemos que
adaptar um notbook Intel CORE i5-64 bits transformando-o em um processador
Microsoft Windows 7-32 bits.

ApoOs isso, as imagens digitais foram processadas, transferidas para o
programa Power Point (Microsoft 2010) para serem recortadas e removidas o fundo
para entdo, serem transferidas para o software (Image Tool, Windows, version 3.00;

University of Texas Health Science Center). Dentro do programa cada imagem foi
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manipulada separadamente, foram transformadas para escalas de cinza, e atraves
de uma ferramente manual de limiarizacdo chamada Threshold tool, foi separado
(por pixels) o biofilme corado do fundo da base da protese. O programa gerava um
histograma binario e calculava quantos porcentos de pixels (biofilme) tinha a imagem
selecionada. A andlise foi feita de um dos lados da base da protese total superior
que foi corada.

Porém, apds as tabulacdes dos dados do estudo clinico e levantamento
bibliografico atual, julgamos pertinente acrescentarmos uma comparacdo de dois
diferentes métodos de avaliacdo da formacéo de biofilme ap6s diferentes protocolos
de higiene de protese (andlise microbioldégica (método objetivo) com analise de
imagem através de software de computador (método subjetivo). Uma vez que
segundo a literatura, faltam estudos clinicos e padronizaces metodologicas para
definir qual seria 0 melhor protocolo quimico de higienizacdo de proteses (DE
SOUZA et al., 2015). Bem como, ndo existe um consenso na literatura atual de qual
seria a melhor metodologia empregada para quantificacdo de biofilme apds
diferentes protocolos clinicos de higiene (MCCABE et al., 1996; NIKAWA et al.,
1999; CRUZ et al., 2011; DE SOUZA et al., 2015). Sentimos necessidade de buscar
essas respostas, acrescentando uma comparacdo metodolégica. No entanto, néo foi
possivel rodar o teste estatisco de correlacdo das duas metodologias ou mesmo um
modelo de regressédo para fazer a comparacdo e validacdo. As analises foram

independentes.
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Abstract

To assess the effectiveness of various chemical hygiene clinical protocols on reducing
microbial viability of the biofilm formed on complete denture. This crossover randomized
clinical trial was a triple blind study (subjects, dentist and outcome analysis) where complete
denture wearers without candidiasis were randomly divided into four groups (n=40) according
to the chemical cleanser: water (placebo), 0.5% sodium hypochlorite solution, 0.12%
chlorhexidine gluconate solution or 5% sodium bicarbonate solution. The biofilm formed on
palate and denture’s teeth were collected and assessed on each experimental phase for
quantitative microbiological analysis at the 7" and 14™ days. Two subjects were lost. Data
were analyzed by two-way ANOVA followed by Tukey’s test. The use of sodium
hypochlorite and chlorhexidine led to lower total microorganisms and mutans streptococci
counts at 14 days (P=0.04) with both chemical cleansers showing similar effectiveness
(P=0.819). There was no statistically significant difference in C. albicans, non-albicans and
lactobacilli counts in all treatments and time points studied (P>0.05). The use of sodium
hypochlorite and chlorhexidine chemical cleansers resulted in an appropriate strategy for

biofilm control in complete denture healthy wearers. NCT01906242

INTRODUCTION

Poor denture hygiene is a common problem found in complete denture wearers
(Srinivasan and Gulabini 2010; linuma et al. 2014). Biofilm formed on tissues and denture
surface is a significant cofactor in the pathogenesis of denture stomatitis, whereas biofilm
accumulation when not removed may also be responsible for multiple local and systemic
diseases (Uludamar et al. 2010; Duyck et al. 2013; Miiller, 2015), such as pneumonia and

respiratory infections (linuma et al. 2014; Mdiller 2015). This occurs because dentures can
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serve as reservoir for distant infections compromising health and resulting in higher

susceptibility to infection (Duyck et al. 2013).

Although brushing alone is recommended (Nikawa et al. 1999) to decrease biofilm
formation (Paranhos et al. 2013), effective biofilm removal requires a degree of manual
dexterity often lacking among elderly individuals (Srinivasan and Gulabini 2010; Paranhos et
al. 2013). Because of this a combination of mechanical and chemical hygiene clinical
protocols could be required to reduce denture biofilm accumulation (Andrade et al. 2014; de
Souza et al. 2015) in order to effectively maintain a disease-free oral environment (Srinivasan

and Gulabini 2010; linuma et al. 2014; Miller 2015).

Multiple chemical denture cleansers as alkaline peroxides, alkaline hypochlorite,
diluted acids, disinfecting agents, and enzymes have been tested in vitro (Salles et al. 2015;
Jeyapalan et al. 2015; Panariello et al. 2015) Effectiveness in biofilm removal without
destroying the denture surface is desired. The literature reports that alkaline peroxides
(Andrade et al. 2014; de Andrade et al. 2012; Chan et al. 1991), sodium bicarbonate (Silhacek
and Taake 2005; de Souza et al. 2009), Chlorhexidine (de Andrade et al. 2012; Ellepola and
Samaranayake 2000), and hypochlorite solutions (Salles et al. 2015; de Sousa et al. 2015) are

effective to reduce biofilm formation on complete dentures.

Due to the lack of clinical studies on the best chemical protocol for the disinfection
and removal of biofilm on complete dentures (de Souza et al. 2015), this clinical trial assessed
which chemical cleanser would result in lower biofilm formation on maxillary complete
dentures. The hypothesis tested was that the use of sodium hypochlorite solution associated to

brushing would result in reducing microbial viability of the the biofilm formated.
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MATERIALS AND METHODS

This randomized clinical trial had a crossover and triple blind design (patient, dentist
and biofilm analysis) with 4 phases of 14 days each, where complete denture wearers were
randomized into four groups (n=40) depending on the chemical cleanser to be used for
denture soaking once a week (water — placebo, sodium hypochlorite, chlorhexidine or sodium
bicarbonate) the immersion were made on Saturdays and biofilm was collected after 7 and
14 days of treatment on Tuesdays. The study was registered at ClinicalTrials.gov
(NCT01906242), approved by the Research and Ethics Committee (#140/2009) and reported
according to the CONSORT statement (Schulz et al. 2011).

One hundred and forty-three (n=143) complete denture wearers that had changed their
dentures in the Dental School (Federal University of Pelotas, Pelotas, RS, Brazil) and were
wearing the dentures for at least two year were invited and selected according to the inclusion
criteria: complete denture wearer with good general and oral health and ability to comply with
the experimental protocol. The exclusion criteria eliminated those taking antibiotics or
antifungal agents during the 3 months prior to the study, and clinically diagnosed denture
stomatitis patients. After explaining the study, 128 accepted to participate; however, 3 were
excluded because of antibiotic intake, 10 were diagnosed with denture stomatitis or systemic
diseases; 45 had not ability to comply with the experimental protocol, and 30 participants
were enrolled in another study and could not participate. Forty volunteers (31 women, 9 men)
aged between 58 and 67 years old were selected (Figure 1). The oral health was assessed and
subjects signed written informed consent before being enrolled in this study.

The primary study outcome was reducing to viable microorganisms’ count after
employing different chemical cleansers to be used in denture wearers. This therefore was the
variable used for the determination of sample size. The sample size was calculated presuming

a superiority trial with statistical tests performed with 80% power and o= 0.05. For this, data
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from previous publication determined twenty-four volunteers were required for experimental
and control group (Sheen and Harrison 2000). Taking possible losses into account due to the
crossover nature of the design, our final sample size was n=40.

Initially, before starting the study, the original dentures of all volunteers received a
standardized mechanic polishing with a lathe, a brush wheel with pumice slurry to obtain the
same smooth surface, as previously described (Valentini et al. 2013). Every time a phase
ended, this procedure was redone to standardize cleaning of prostheses.

The forty volunteers were randomized and assigned to each group using a computer-
generated list of random numbers. As a result, neither the investigators nor the participants
knew which treatment was being used (triple-blind study design). The solutions were placed
in plain white recipients of the same size and shape, by a researcher not involved in the study
and identified by Greek letters according to the treatment previously randomized. An
identifying number was assigned to each participant, and each subject received one recipient
(enough for 2 weeks of use) for each tested phase. The expected amount used by subjects
corresponded to half of the recipients for each week, which was enough to cover the
prosthesis. They were asked to return the recipient at every visit. And before the experiment
beginning all volunteers did a week of protocol with water (initial wash-out) to become
accustomed to the experiment.

Subjects were instructed to wear the dentures at all times (Sheen and Harrison 2000),
and did not receive any instructions regarding daily diet. Likewise, written instructions were
provided on how to use the product, along with the treatment protocol.

This study was set up using a crossover design. Each volunteer was randomly assigned
into 4 groups, according to the chemical treatments: water (placebo control), 0.5%

sodium hypochlorite solution (Barnabé et al. 2004; Rossato et al. 2011), 0.12% chlorhexidine
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gluconate solution (de Andrade et al. 2012; Rossato et al. 2011), and 5% sodium bicarbonate
solution (Rossato et al. 2011) assigned to wear one of the products for 2 weeks.

The same company 1SO certified manufactured all solutions (Uso Indicado, Pharmacy
of Manipulation, Pelotas, Brazil). All cleansing protocols were the same, soaking the denture
for 10 min once a week, and this procedure was carried out by the patients (de Andrade et al.
2012; Barnabé et al. 2004). After completing each phase, the volunteer returned to change the
product for another. In between phases, the volunteer used running water (wash-out) for 7
days for each experimental phase to eliminate possible residual effects from the chemical
cleanser. The subjects were instructed to brush their dentures 3 times a day for 1 min with a
toothbrush and toothpaste (Colgate Tripla Acdo, Industrial LTDA, Sao Paulo, Brazil)
provided by the researchers, to wash their mouths with tap water rinse after brushing (de
Andrade et al. 2011), and wash the dentures with tap water after the immersion period used.
For all patients, water only was used to clean dentures for an initial one-week period before
the study began. The total study period was therefore 77 days of the experiment (four phases
of 14 days each) with three weeks of seven day to wash-out with water.

The biofilm formed on one side of the palate and posterior teeth of the denture was
collected with a sterile microbrush according to a 2 cm x 2 cm template of the area to be
swabbed after 7 and 14 days of treatment. The microbrush was added on microcentrifuge
tubes containing sterile saline solution (1 ml), and the biofilm was detached from this surface
using vortex agitation for 30s followed by sonication process at 20W with three pulses of 10 s
each. The biofilm suspensions were serially diluted, inoculated on specific media, and
incubated at 37 °C (anaerobiosis : Blood agar, Rogosa agar and Mitis Salivarius agar
supplemented with 0.2 U/ml of bacitracin; aerobiosis-CHROMagar Candida) for 24-96 h
(Valentini et al. 2013). The CFU were counted using a stereomicroscope and the results

expressed in CFU/mm?.
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Statistical analyses were done using SPSS Program v.20 (IBM, Armonk, USA) using a
significance level fixed at 5%. The hypothesis assumed differences among treatments and
time points. For comparisons among the different treatment group the investigator in charge
of the statistical analysis was informed of the tube letters corresponding to each tested product
and those corresponding to the active treatment product. For microbiological analysis, data
that violated the assumptions of equality of variances and normal distribution of errors were
transformed by ranks and analyzed by two-way ANOVA followed by all pairwise

comparisons with Tukey’s method.

RESULTS

This randomized clinical trial had 4 phases of 14 days each, where complete denture
wearers were randomized into four groups (n=40) depending on the chemical cleanser to be
used for denture soaking and biofilm was collected after 7 and 14 days of treatment. Two
patients withdrew the experiment; both had to be submitted to medical surgeries and could not
return to the appointments. One subject data was only considered in 2 of the 4 treatments
because on the third treatment she reported to have smelled a different odor of the solution
and the researchers decided to remove her from the experiment, as she could not adhere to the
given protocol, compromising the blinding of the trial. Other three did not return to some of
the appointments. Three subjects forgot to do the immersion recommended by the researchers
in a specific phase, and the data for the phase was considered as “missing data” in the

analysis.

There were no statistically significant differences in C. albicans, non-albicans and
lactobacilli counts in all treatments and time points assessed (p >0.05, Table 1). For mutans
streptococci, lower counts were found after 14 days (p=0.016) when sodium hypochlorite,
chlorhexidine and sodium bicarbonate were used (p=0.004). Considering total

microorganisms there were statistically significant differences among treatments, with sodium
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hypochlorite and chlorhexidine showing better (p<0.001) and similar performances (p=0.819)

when compared with sodium bicarbonate and water, irrespective of the time point assessed.

DISCUSSION

This clinical trial evaluated chemical cleansers on biofilm formation on healthy
complete denture wearers. In general, sodium hypochlorite and chlorhexidine provided lower
mutans streptococci and total microorganisms counts in both palate and teeth of the dentures.
Therefore, the research hypothesis was partially accepted since the use of sodium
hypochlorite solution associated to brushing resulted in lower microbial viability of some
bacteria such as Streptococcus mutans and total microorganism.

In this study, the subjects used all treatments once a week for 2 weeks (Duyck et al.
2013). After 7 days (i.e. soaking the denture once in the treatment), no differences were found
among the tested cleaning protocols. However, after 14 days sodium hypochlorite and
chlorhexidine decreased microorganisms counts. These time points were chosen because they
represent the initial development and the maturing (14 days) of biofilms on complete
dentures. Our results showed no differences regarding C. albicans, non-albicans and
lactobacilli counts for all cleaning protocols assessed, although different in vitro studies have
shown that sodium bicarbonate (de Andrade et al. 2012; Silhacek et al. 2005), chlorhexidine
(de Andrade el al. 2012; Ellepola and Samaranayake 2000) and hypochlorite solutions (Salles
et al. 2015; de Souza et al. 2013) are effective in reducing several microorganisms. In fact, it
seems that the same species show increased resistance to commonly used antifungal therapies
(Valentini et al. 2013; Muklerjee and Chandra, 2004). One possible hypothesis for the lacking
of effect of denture cleanser tested on Candida albicans can be the lower concentrations of
the chemical treatments (0.5% sodium hypochlorite solution, 0.12% chlorhexidine gluconate
solution and 5% sodium bicarbonate solution), the short immersion period used (10 minutes

once to week) or even a short follow-up (14 days). Studies have shown that at high
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concentrations the chemical hygiene clinical protocols showed more effectiveness at killing
microorganisms (Montagner et al. 2009; Ellepola and Samaranayake 2000; Schulz et al.
2010), but with the disadvantage of roughening denture surfaces, which may result in more
biofilm accumulation.

The literature reports mainly aspects related to Candida infections (O’Donnelli et al.
2015); however, scientific evidence suggests that denture stomatitis is a polymicrobial disease
in which bacterial and fungal interactions collaborate to form a symbiotic biofilm (Duyck et
al. 2013; O’ Donnelli et al. 2015; Susewind et al. 2015). For example, Lactobacillus species
present antagonistic relationship with Candida and investigations suggested that this bacteria
can modulate the host response, up-regulating cytokines when co-cultured with C. albicans,
which could be associated with the clearance of fungal infection (O’Donnelli et al. 2015; Orsi
et al. 2014).

Lower mutans streptococci counts were found when used sodium hypochlorite and
chlorhexidine at 14 days. These results are important since although the ability of Candida
albicans to form biofilms on denture surfaces is a significant cofactor in the pathogenesis of
denture stomatitis, other bacterial species are also important denture biofilm components
(Susewind et al. 2015). This occurs because during the stage of denture plaque formation the
rate of adherence increases with anaerobic bacteria such as mutans streptococci, which appear
in the initial phases of biofilm development and seems to have synergism with Candida
species (Susewind et al. 2015; Pereira-Cenci et al. 2009; Jarosz et al. 2009; Muhamound et al.
2012). Also, it has been hypothesized that mutans streptococci may be located in more
superficial layers of the biofilm and consequently are more exposed to antimicrobial agents.
Yet, these bacteria also increase acidity, which generates environmental conditions for yeast

growth (Barnabé et al. 2004). Thus, in a multispecies biofilm, Candida spp. would be
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protected from denture cleanser action by layers of extracellular matrix and bacterial cells (de
Andrade et al. 2011).

In this study, healthy individuals using new complete denture (without clinically
diagnosed denture stomatitis) were selected, and this may explain the present results.
Although this study has shown no differences in C. albicans counts, C. albicans is recognized
as a contributing factor in the cause of denture stomatitis since these fungi are capable of
proliferating in healthy hosts by surviving immune factors, demonstrating increased resistance
to commonly used antifungal drug therapies (Nett et al. 2007). In addition, as total
microorganisms were reduced, it is expected that these protocols will indeed help to maintain
oral health.

This clinical study showed that, from a microbiological point of view, it makes no
difference to use sodium hypochlorite or chlorhexidine gluconate solution. This is further
reinforced by the findings that both sodium hypochlorite (Salles et al. 2015; Jeyapalan et al.
2015; de Souza et al. 2013) and chlorhexidine gluconate solution (de Andrade et al. 2012)
exhibit significant effects on reducing biofilm formation. Therefore, other properties should
then be considered when choosing one or another. Chlorhexidine gluconate solution presents
substantity, which resulting in residual antimicrobial effects for days to weeks when used
(Carrilho et al. 2010; Lima et al. 2006). In contrast, it also presents some undesired effects,
including mild discomfort or burning sensation, epithelium exfoliation, teeth staining,
enhancement of supragingival calculus and color alteration of artificial teeth and denture basis
(Ellepola and Samaranayake 2000). Sodium hypochlorite has a soft-tissue dissolving ability,
but bad taste, nasty smell, corrosive effect on metals and increased roughness in the denture
surfaces (de Souza et al. 2015).Thus, the chemical disinfectant should be chosen because of
its efficiency in eliminating microorganisms without adversely affecting the denture materials.

The current gold standard solution (sodium hypochlorite) acts directly on the organic matrix
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(Salles et al. 2015) present fungicidal and bactericidal properties and can remove stains (Lima
et al. 2006; Andrade et al. 2014) of the plaque resulting in the dissolution of the polymer
structure probably due to its alkaline pH. Such alterations could be attributed to the loss of
cell membrane integrity and release of cytoplasmic content caused by this alkaline solution
(Estrela et al. 2002; Fukuzaki 2006). Chlorhexidine acts against a wide range of Gram-
positive and Gram-negative bacteria, yeast, filamentous fungi and facultative anaerobic and
aerobic organisms (Fardal and Turnbull 1986). According to the concentration used,
chlorhexidine can affect the target cell distinctly. Under low concentrations, it is accumulated
on the cell surfaces of bacteria and yeast, inducing cell membrane disorganization and leakage
of cytoplasmic components whereas higher drug concentrations produce a coagulation of
cytoplasmic constituents in those microorganisms (Bobichon and Bouchet 1987).

Removal of the denture during the night and its correct hygiene with the daily using
using denture cleaning solutions are mentioned in the literature as effective in the prevention
and treatment of denture stomatitis (Duyck et al. 2013; O’Dannelli et al. 2015). In our study,
the subjects were instructed not to remove the prosthesis at night because all subjects reported
not to remove their dentures in their established habits. This is a personal and cultural issue in
our country, and other study has reported a significant number of edentulous patients wearing
dentures during the night (Takamiya et al. 2011). Still, our results should be interpreted with
caution. This study was carried out in healthy individuals, the hygiene clinical protocols were
standardized and all individuals received oral hygiene instruction and motivation in every
appointment.

The results obtained from in vitro studies are the most reported in literature, which
may not represent the aspects involved in vivo (Valentini et al. 2013) because antimicrobial
properties of saliva also may contribute to the tissue/patient factors that influence biofilm

formation, not only the substrate (O’ Dannelli et al. 2015). Also, few randomized clinical



trials have shown the several factors linked to biofilm formation, microbial specificity and
effectiveness of chemical treatment (de Souza et al., 2015).

CONCLUSION

Sodium hypochlorite and chlorhexidine gluconate solution are effective to reduce microbial

viability of the biofilm formed on complete denture.
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Table 1. Microbiological results for micoorganisms in the biofilm according to the experimental conditions (CFU/mm?, mean +SD)

Candida albicans (x10%)

Candida non-Albicans (x10%)

Mutans Streptococci (x10°)

Lactobacilli (x10°)

75

Total microorganisms (x10°)

Area
Treatment  Collected 7 days 14 days 7 days 14 days 7 days 14 days 7 days 14days 7 days 14 days
CHX
(n=38/36) Palate 0.4+2.2a 1.2 +4.3a 0.1+0.3a 1.3+5.3a 0.0001 +0.3a 0.1+0.8b 0.1+0.2a 4.0 +18.0a 0.1+0.2b 0.3+0.2b
Teeth 0.7 £2.7a 0.4 +1.4a 0.02 £0.1a 0.2+1.0a 0.4 +1.6a 0.1 +£0.4b 0.8 +2.3a 0.4 £0.8a 0.2 £0.6b 1.0 £0.4b
NaCIlO
(n=36/38) Palate 0.01+0.1a 0.2 £1.0a 0.001 £0.01a 0.01 £0.03a 0.3+1.5a 3.8+23.3b 0.1+04a 0.2 £0.4a 0.3+0.9b 0.1+0.3b
Teeth 0.4 +2.2a 0.02 +0.1a 0 +0a 0.001 +0.01a 0.1 +0.4a 0.2 +0.5b 0.1+0.4a 0.2 +0.8a 0.3 +0.6b 0.1 +0.3b
NaHC03
(n=36/36) Palate 1.7 #6.3a 1.4 +7.4a 7.4 +44.0a 22.0 £131.2a 1.6 +6.4a 1.5+6.9b 05%1.2a 0.4 +0.8a 0.3 +0.6a 0.6 £0.9a
Teeth 1.9 +7.0a 1.0 +5.0a 0.6 +2.4a 0.2 £0.9a 8.0 £3.2a 0.7 £3.9b 0.2+05a 0.6 +2.6a 0.9+1.7a 0.4 £0.7a
H,0
(n=37/38) Palate 2.0 +6.5a 1.0 £3.3a 1.1 46.2a 0.01+0.1a 1.345.7a 4.3 +18.8a 174544 0.7 +1.8a 0.6 +1.0a 0.8+2.0a
Teeth 0.3+1.0a 0.2 £0.8a 1.0 +0.4a 0.1 +£0.03a 0.2 £0.6a 1.0 +5.4a 0.2+0.6a 1.0 +0.3a 0.7 £1.2a 0.5+0.7a

Lower case letters represent statistically significant differences among treatments for mutans Streptococci (p=0.04) and total micro-organisms (p=0.819). In day 14, mutans

streptococci counts were lower sodium hypochlorite (p=0.016), which showed similar result to chlorhexidine (p=0.004). These three treatments were similar and different

from water (p>0.05). When considering total microorganisms there were differences among treatments (p<0.001), sodium hypochlorite and chlorhexidine were similar

(p=0.819), both resulting in reduced microbial counts, (p=0.001) when compared with sodium bicarbonate and water, irrespective of the time point assessed.
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CONSORT 2010 Flow Diagram
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Figure 1: Flowchart of the trial phases
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la Identification as a randomised trial in the title 58
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als.gov
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ABSTRACT

Statement of problem. Although a large number of methodologies for assessing chemical
denture hygiene efficacy exist, there is still no consensus of which methodology is the more

sensitive.

Purpose. The purpose of this study was to compare data from a randomized controlled trial
that assessed different chemical denture hygiene protocols using microbiological and

computerized methodologies.

Material and methods. Data of a randomized clinical trial (n=40) comparing four chemical
cleanser solutions (water — placebo, 0.5% sodium hypochlorite, 0.12% chlorhexidine
gluconate or 5% sodium bicarbonate) were used. Two methodologies were considered for this
analysis: microbiological analysis and a computerized image analysis. All subjects had their
dentures divided into two halves to assess the two methodologies. On one side, biofilm
formed on internal surface of the maxillary dentures was collected and processed to obtain
total microorganisms count. On the other side the biofilm was stained, and the photographs
analyzed using a computerized program (Image Tool 3.0) for pixel averaging quantification.
Data were analyzed with two-way ANOVA followed by Tukey pos hoc test with a

significance level set at 5% for all analyses.

Results. Microbiological analysis showed that sodium hypochlorite and chlorhexidine yielded
in lower microbial counts (P<.001), whereas the image analysis showed no statistically

significant difference among treatments (P>.05).

Conclusions. The two methodologies resulted in different outcomes, with microbial analysis

count showing a more sensitive effect of the treatments tested.
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CLINICAL IMPLICATIONS

Assessment of denture biofilm through microbial analysis can provide more sensitive

information on the effecacy of cleaning protocols than the use of an image analysis system.
INTRODUCTION

Poor denture hygiene allows the accumulation of biofilm on tissue and denture
surfaces favoring the proliferation of microorganisms and resulting in inflammation and
infection. As a consequence, multiple local and systemic diseases such as denture stomatitis,

23 pneumonia and respiratory infections,**®’

may arise. Thus, the correct use of denture
hygiene protocols and instructing the patient about the importance of maintenance of denture

hygiene is mandatory.®

Various clinical methods for assessing denture-cleansing efficacy have been
reported.”**! The most frequently methods used are microbiological evaluation (colony-

141518 staining,® associated

forming units counts — CFU), 213 scanning microscopic images,
with visual scoring of plague, *"*#1%%° UV analysis,** planimetric plaque systems,® or
computerized methods (image analysis system).***??® The main difficulty is to choose a
suitable method for biofilm quantification on denture surfaces,*****! and the lack of

standardization and validation of those methods.****8

Collecting microbial samples with viable counts or other simplified cultures have been
reported as leading to a more accurate result.® Accordingly, its qualification can be regarded
as a good and reliable measurement for denture hygiene outcomes,* since microbiological
method can facilitate the detection and quantification of different viable species (yeast and
bacteria) from different samples on a single isolation plate.?* Nevertheless, this method is
very expensive, laborious and methodologically complex, while sometimes impossible to be

handled in the clinical routine.
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Other biofilm quantification methods tend to rely on subjective or image analysis
derived estimates of area coverage of dentures by stained biofilm.>*®*° Staining associated to
the analysis of the image by using a pixel averaging is easy and cheap and does not depend on
the examiner skills or other forms of calibration, % therefore less likely to produce operator
errors and thus providing greater accuracy,?® and accurate results.?? Programs, accurately
calculate areas of complex scattered and broken up plaque regions from calibrated digital
images.*1**2® Yet, methods where the percentage of the biofilm area is measured are more
laborious than the use of clinical indexes,” and require a longer amount of time spent on

making the measurements.*

Clinical studies that have considered the standardization of these methodologies to
assess denture hygiene protocols are still scarce. There are few studies comparing photograph
analysis to microbiological count method. Thus, the purpose of this study was to compare
data from a randomized controlled trial that assessed different chemical denture hygiene
protocols using microbiological and computerized methodologies. The hypothesis tested was
that the image analysis presents similar results to that of the microbiological method

regarding biofilm analysis after chemical hygiene.
MATERIALS AND METHODS

This study has compared the outcomes of a randomized clinical trial where chemical
cleansing protocols (water — placebo; sodium hypochlorite, chlorhexidine, or sodium
bicarbonate) were used for 14 days each in a crossover design. Each subject had the biofilm
collected and processed leading to results of CFU counts. Also, the biofilm formed was
assessed using the photographs obtained from the stained dentures. The main target was to
compare if both methods would result in the same outcomes regarding which of the cleansers

would be better for cleaning complete dentures.
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The clinical trial was approved by the Research and Ethics Committee (#140/;
NCT01906242) and conducted as described elsewhere.?” Briefly, subjects wearing complete
maxillary dentures (n=40, aged 58 to 67 years, with 31 women and 9 men) were selected
according to the inclusion criteria: good general and oral health and ability to comply with the
experimental protocol. The exclusion criteria eliminated those taking antibiotics or antifungal
agents during the 3 months prior to the study, and clinically diagnosed denture stomatitis

patients.

This randomized clinical trial had a crossover and triple blind design (patient, dentist
and biofilm/image analysis) with 4 phases of 14 days each, where complete denture wearers
were randomized into four groups depending on the chemical cleanser to be used for denture
soaking water (placebo control), 0.5% sodium hypochlorite solution, 2°3 0.12%

32,34

chlorhexidine gluconate solution, and 5% sodium bicarbonate solution.?* .

The forty volunteers were randomized and assigned to each group using a computer-
generated list of random numbers. As a result, neither the investigators nor the participants
knew which treatment was being used (triple-blind study design). All product were made by
the same 1SO certified manipulation pharmacy (Uso Indicado; Pelotas, Brazil). The solutions
were placed in plain white recipients of the same size and shape, by a researcher not involved
in the study and identified by Greek letters according to the treatment. An identifying number
was assigned to each participant, and each subject received one recipient (enough for 2 weeks
of use) for each tested phase. The expected amount used by subjects corresponded to half of
the recipients for each week, which was enough to cover the prosthesis. They were asked to
return the recipient at every visit. The prosthesis of patients received a standardized mechanic
polishing with a lathe, a brush wheel with pumice slurry, before the trial beginning. Every

time a phase ended, this procedure was redone to standardize cleaning of prostheses.
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All cleansing protocols were soaking the denture for 10 min once a week, and this
procedure was carried out by the patients.?® The subjects were instructed to brush their
dentures 3 times a day with a toothbrush and toothpaste (Colgate Tripla Acdo, Industrial
LTDA, Séo Paulo, Brazil) provided by the researchers, to wash their mouths with tap water
rinse after brushing, 3 and wash the dentures with tap water after the immersion period used.
After completing each phase, the volunteer returned to change the product for another. In
between phases, the volunteer used running water (wash-out) for 7 days for each experimental
phase to eliminate possible residual effects from the chemical clearer. For all patients, water
only was used to clean dentures for an initial one-week period before the study began. The
total study period was therefore 77 days: four 7-day periods of cleanser use (14 days) and

three 7-day periods of wash-out with water.

The biofilm formed on internal surface of the maxillary complete denture was
processed for analysis after 7 and 14 days of treatment. The biofilm formed on one side of the
prosthesis was collected after 7 days with a microbrush according to a 2 cm x 2 cm template
of the area to be swabbed. The microbrush was added on microcentrifuge tubes containing
sterile saline solution (1 ml), and the biofilm was detached from this surface using vortex
agitation for 30s followed by sonication process at 20W with three pulses of 10 s each. The
biofilm suspensions were serially diluted and inoculated on blood agar, and incubated at 37
°C in anaerobiosis for 96 h.*3 The CFU were count using a stereomicroscope and the results
expressed in CFU/mm?.

To quantify the biofilm on the other halve, a computerized method associated with a
biofilm disclosing agent based."**'%3* The internal surfaces of the prosthesis were disclosed

13536 and washed

by 1% neutral red solution (Replak; Dentsply Ind. e and Ltda) for 1 min,
with tap water. After staining, all the prostheses were photographed with a digital camera

(Canon EOS Digital Rebel Canon Inc., Tokyo, Japan), adjusted at 90° to the internal denture
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surface with standardized film-object distance and exposure time. The digital images were
processed and transferred to a computer. All images were cut and the background removed in
PowerPoint program (Microsoft 2010). For biofilm quantification, the total surface and areas
corresponding to the stained regions were converted to color-to-grayscale (Figure 1) and
measured using an image processing software (Image Tool; Windows, version 3.00,
University of Texas Health Science Center) with the Threshold tool (Figure 2). The same
blind researcher did all analyses. Each image was digitally analyzed by distinguishing stained
black and white pixels count (biofilm) from unstained internal surface of the denture base.
The results were expressed in percentage of stained area in relation to the total area of the

internal surface of the denture base (Figure 3).

Statistical analyses were done using SPSS Program v.20 (IBM; Armonk, USA) using a
significance level fixed at 5%. The hypothesis assumed that the image analysis system would
give similar results to the microbiological method. The results obtained from each
methodology were compared regarding the amount of biofilm reduction for each cleanser
used and if the result changed from the 7" to the 14™ day. Thus, the data were transformed by

ranks and analyzed through two-way ANOVA followed by Tukey pos hoc test.
RESULTS

Two patients withdrew the experiment (both had to be submitted to medical surgeries
and could not return to the appointments) (n=38). One subject data was only considered in 2
of the 4 treatments because on the third treatment she reported to have smelled a different
odor of the solution and the researchers decided to remove her from the experiment, as she
could not adhere to the given protocol. Three subjects forget to do the immersion

recommended by the researchers, in a specific phase, and the data for the phase was
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considered as “missing data” in the analysis. Other three subjects did not return to the

appointments. .

The analysis of the digital images showed no difference among cleansing protocols
(P>.05) but showed statistically significant differences between baseline photographs and

7/14 days, with more biofilm on the days 7 and 14 (P =.02), Table 1.

For microbiological evaluation total microorganisms, Table 2, counts showed
statistically significant differences among treatments (P <.001), with sodium hypochlorite and
chlorhexidine similar (P =.819), and both resulting in reduced microbial counts (P =.001)

when compared with sodium bicarbonate and water, irrespective of the time point assessed.
DISCUSSION

This study compared two methodologies used for to avaluate antimicrobial effect on
denture biofilm formed using the data of a clinical trial. Microbial analysis count showed that
the use of sodium hypochlorite and chlorhexidine chemical cleansers were appropriate
hygiene protocols strategies for denture biofilm control, whereas the image analysis system
showed no difference among cleansing protocols. Therefore, the research hypothesis was
rejected since differences were found between the different methods of estimating biofilm

formation with the cleaning protocols tested.

Several studies have discussed along the years on the precarious conditions of oral

health of denture wearers,3"3839:40

and the relationship among denture biofilm, mucosal
inflammation and atrophic chronic candidiasis, also known as denture stomatitis.**
Nevertheless, the knowledge on materials and methods for quantification of denture biofilm
formed after using different denture cleansing protocols is an important factor to be

considered. It is normally difficult to make comparisons among studies because of the use of
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different methodologies to evaluate denture hygiene methods, ¥ but if there is a similarity

of at least two methods, comparisons may be simplified.

This study compared a subjective with an objective analysis using the data of a
crossover randomized clinical trial. Microbiological analysis (objective analysis) was chosen
because it is an accurate methodology® and can facilitate the detection and quantification of
different species,?* on effectiveness of denture cleansing methods allowing more accurate and
reproducible results. The subjective analysis was chosen because is a relatively modern, easy

d,22'25

and cheap metho that can be easily reproduced by practioners** and has been used in

1,13,1920,22

clinical studies of denture hygiene, showing greater discriminating power compared

with other also subjective methods.?®

In this study, the microbial analysis showed the effectiveness of the sodium
hypochlorite and chlorhexidine gluconate solution in reducing total microorganisms count,
irrespective of the time point assessed. These results are significant since the many different
bacterial species are important denture biofilm components,*? as denture stomatitis is a
polymicrobial disease in which bacterial and fungal interactions collaborate to form a
symbiotic biofilm. "##%444° Assessment of denture biofilm through microbial analysis count
showed a sensitive effect of the treatments tested. Microbial analysis can provide reliable
information on the effectiveness of cleaning protocols and can be used with confidence, not
only to compare the efficacy of denture cleansing methods and control strategies within a
clinical experiment, but also between replicate experiments due to the reliability of its results.’
The image analysis system showed no difference among cleansing protocols. These
differences in results found between methods probably arose because to extract statistically
meaningful morphological parameters from a series of images, the threshold has to be
reproducible.*® However, thresholding is a subjective operation, where the operator attempts

to find the value on the grayscale that best represents the distinction between biomass and
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void space as segmenting an image into foreground and background pixels,*”*® based on the
choice of a specific grayscale value.*® The foreground is biofilm and the background is
denture base. The operator uses his best judgment and sets the grayscale level in such a way
that the binary image appears to capture the essence of the biofilm structure. Variability
between operators in choosing the threshold can adversely affect the measurements obtained
from the binary image.*® Other possible hypothesis is that the biofilm disclosing agent may be
too transparent to be detected, which introduces bias into the measurements.**Also, the
software has difficulty detecting disclosed plaque on the denture fitting surface due to the
paler color of the acrylic on this surface and the irregular surface features creating shadows on
the image and because of overlap of some areas, due the anatomy of the prosthesis, strongly

interfering on the analysis.

In this study, biofilm quantification was performed on the internal denture surface,
since it is the area most often used to evaluate cleansers efficacy.?® For denture biofilm

35,36

evidencing the use of neutral red solution, is justified by its high affinity to oral biofilms

and the ease of removal.>
Thus, a subjective methodology can provide lower accuracy and consequently
variations in results and not being the best choice for denture biofilm quantification. Ideally,

as the microbiological objective methodology proved more sensitive, reliable and

reproducible, it should be employed in future trials.

CONCLUSION

The two methods tested yielded different results, with microbial analysis count

showing more sensitivity to test strategies for biofilm control in complete denture wearers.
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Figure 1. Stained biofilm was measured using an image processing
software. Original images were converted to grayscale to be qualified

by pixel count in binary scale of histogram.
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Figure 2. Image was processed using manual threshold tool.
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Figure 3. Results were expressed in percentage (pixels count biofilm)

of stained area in relation to total area of internal surface of denture base.
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Figure 4. lllustration of stained dentures for same patient for each

protocol; below each image percentage the pixels (biofilm) are shown.
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Table 1. Mean percentages in biofilm upper complete denture according to image analysis

(% pixels/mm? mean +SD).

Image analysis system

Treatment 7 Days 14 Days

CHX (n=38/36) 0.8+1.1b 0.7 £1.4b
NaClO (n=36/38) 0.9 £1.6b 0.6 £0.7b
NaHCOj3; (n= 36/36) 0.8 £0.8b 1.3+1.4b
H,O (n=37/ 38) 1.6 +1.5b 1.9+1.5b

Lower case letters represent statistically significant differences among baseline
photographs and days 7 and 14, with more biofilm after 7 and 14 days (P =.02).
Image analysis showed no statistically significant differences among cleansing

protocols (P >.05).
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Table 2. Total microorganisms count in biofilm according to experimental conditions

(CFU/mm?, mean +SD).

Total microorganisms (x10°%)

Treatment 7 days 14 days

CHX (n=38/36) 0.1£0.2b 0.3£0.2b
NaClO (n=36/38) 0.3£0.9b 0.1£0.3b
NaHCOj3; (n= 36/36) 0.6 £0.9a 0.3 +0.6a
H,O (n=37/ 38) 0.6 +1.0a 0.8 +2.0a

Lower case letters represent statistically significant differences among
treatments for total microorganisms (P=.819).There were differences
among treatments (P=<.001), sodium hypochlorite and chlorhexidine
were similar (P =.819), both resulting in reduced microbial counts,

(P =.001) when compared with sodium bicarbonate and water time point

assessed



6 Conclusodes

Diante do exposto, estabelecer protocolos clinicos de higiene de protese, bem
como orientar o paciente sobre a importancia da manutencdo da higiene da prétese
total € obrigatério. No nosso estudo clinico, o uso de 0,5% de hipoclorito de sédio e
0,12% de gluconato de clorexidina durante 10 min 1 vez por semana, juntamente
com escovacao 3 vezes ao dia foi uma estratégia adequada para o diminuicdo da
viabilidade bacteriana do biofilme formado em de proteses totais, uma vez que
resultou na diminuicdo da contagem de Estreptococcus do grupo mutans e
Microrganismos totais.

Diferentes metodologias utilizadas em ensaios clinicos para avaliar a eficacia
de agentes quimicos de limpeza em protese total sdo relatadas. No entanto a
analise microbiologica (método objetivo) fornece informagdes mais confiaveis sobre
a eficacia quimica de limpeza de proteses totais em relagdo aos sistemas de analise
de imagem (método subjetivo). Uma vez que na nossa comparacao os dois métodos
testados encontraram resultados diferentes. Para a analise microbiolégica o uso de
hipoclorito de sodio e gluconato de clorexidina sdo estratégias apropriadas para o
controle da diminuicdo da viabilidade bacteriana sobre o biofilme formado em
préteses totais, e para o sistema de andlise de imagem nao houve diferenca entre os

protocolos de limpeza.
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Apéndice A - Termo de Consentimento Livre Esclarecido (Parte 1)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta convidado a participar, como voluntario, em uma pesquisa. Apos ser
esclarecido sobre as informacgdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo,
assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra
€ dos pesquisadores responsaveis. Alertamos que nao existem riscos envolvidos
neste estudo e em caso de recusa vocé ndo serd penalizado de forma alguma.
Esclarecemos que a participacdo é decorrente de sua livre decisédo, apos receber
todas as informacdes que julgar necessarias, e que podera ser a qualquer tempo,

retirada.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Formacdo de biofilme sobre superficies modificadas de resina

acrilica e efetividade de diferentes protocolos de higienizacdo

Pesquisadora participante: Fernanda Valentini

Pesquisadores responsaveis: Profa. Dra. Tatiana Pereira Cenci, Prof. Maximiliano

Sérgio Cenci, Profa. Dra. Noéli Boscato

Prezado paciente, nossa pesquisa tem como objetivo principal avaliar sua
saude bucal, pricipalmente em relacdo a presenca de Candida e a influéncia deste
fungo na formacéo de biofilme, ou seja placa bacteriana. Para isso, sera realizada

coleta de biofilme da sua mucosa oral e proteses utilizando um swab esterelizado,
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que é semelhante a um grande cotonete e coleta de sua saliva, apos a estimulagéo
da mesma. A coleta do material quanto sera realizada na Faculdade de Odontologia.
Sera preservada a identidade e os resultados individuais ndo serdo divulgados. A
tua participacdo é de extrema importancia para que possamos estabelecer medidas

preventivas a essa colonizagao.

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO E
RESPONSAVEL LEGAL

Eu, ,  RGICPF

, abaixo assinado, concordo em participar

do estudo para avaliar a saude bucal, pricipalmente em relagdo a presenca de
Candida e a influéncia deste fungo na formacdo de biofilme, ou seja placa
bacteriana. Fui devidamente informado e esclarecido sobre a pesquisa, e 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como 0S possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou

interrupcdo do acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Pelotas, de de 2012.

Assinatura
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Apéndice A - Termo de Consentimento Livre Esclarecido (Parte 2)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta convidado a participar, como voluntario, em uma pesquisa. Apos ser
esclarecido sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo,
assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra
€ dos pesquisadores responsaveis. Alertamos que nao existem riscos envolvidos
neste estudo e em caso de recusa vocé ndo serd penalizado de forma alguma.
Esclarecemos que a participacdo é decorrente de sua livre decisédo, apos receber
todas as informacdes que julgar necessarias, e que podera ser a qualquer tempo,

retirada.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Formacdo de biofilme sobre superficies modificadas de resina

acrilica e efetividade de diferentes protocolos de higienizacdo

Pesquisadora participante: Fernanda Valentini

Pesquisadores responsaveis: Profa. Dra. Tatiana Pereira Cenci, Prof. Maximiliano

Sérgio Cenci, Profa. Dra. Noéli Boscato

Prezado paciente, a nossa pesquisa tem como objetivo principal, avaliar
adesao da placa bacteriana que se forma sobre a superficie de diferentes materiais
usados para fazer sua dentadura. N0s vamos avaliar ao longo do tempo varios
micrébios que estardo presentes na dentadura, coma a Candida, que € um fungo

comum na cavidade bucal e que causa doenca em alguns casos especificos, como
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por exemplo quando a dentadura fica muito tempo sem ser trocada ou sem
adequada limpeza. Para isso sera realizado um estudo clinico em sua proétese total
(dentadura) superior antiga ao mesmo tempo em que se realizam as etapas clinicas
para confeccdo de uma nova prétese total. O material estudado sera colocado na
parte de dentro de sua dentadura antiga sem provocar qualquer desconforto ou risco
para ver se nele vai grudar menos micrébios. Vocé tera que retornar a Faculdade de
Odontologia da UFPel ap6s passados 24 h , 28 h e 7 dias para que possamos
remover 0s materiais testados. Ao final lhe sera fornecida uma nova protese total

superior, sem custos.

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO E
RESPONSAVEL LEGAL

Eu, ,  RGICPF

, abaixo assinado, concordo em participar

do estudo sobre a avaliacdo clinica da formacdo de biofiime em materiais
modificados realizado na clinica de prétese dentaria do curso de Odontologia da
Universidade Federal de Pelotas. Fui devidamente informado e esclarecido sobre a
minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a
qgualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrup¢do do

acompanhamento/ assisténcia/ tratamento.

Pelotas, de de 2012.

Assinatura
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Apéndice A - Termo de Consentimento Livre Esclarecido (Parte 3)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta convidado a participar, como voluntario, em uma pesquisa. Apos ser
esclarecido sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo,
assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas € sua e a outra
€ dos pesquisadores responsaveis. Alertamos que nao existem riscos envolvidos
neste estudo e em caso de recusa vocé ndo serd penalizado de forma alguma.
Esclarecemos que a participacdo é decorrente de sua livre decisédo, apos receber
todas as informacdes que julgar necessarias, e que podera ser a qualquer tempo,

retirada.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Formacdo de biofilme sobre superficies modificadas de resina

acrilica e efetividade de diferentes protocolos de higienizacdo

Pesquisadora participante: Fernanda Valentini

Pesquisadores responsaveis: Profa. Dra. Tatiana Pereira Cenci, Prof. Maximiliano

Sérgio Cenci, Profa. Dra. Noéli Boscato

Prezado paciente, a nossa pesquisa tem como objetivo principal, avaliar qual é
o melhor jeito de limpar sua dentadura, levando em conta como ela fica e quais
micrébios ela mata. Para isso sera realizado um estudo clinico com a prétese total
(dentadura) que tu usas, onde testaremos diferentes formas de limpar a dentadura

(protocolos de higienizacdo de proteses). Todos esse protocolos séo utilizados por
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diversas pessoas e nenhum causa mal, s6 ndo sabemos ainda qual € o melhor
deles. Tu receberas todo o material e instrugfes necessaria para executar uma boa
higiene oral e devera retornar a Faculdade de Odontologia da UFPel apés passados
7 dias e 14 dias para que possamos bater fotografias das dentaduras, ver como

ficou a limpeza e te perguntar o que achaste de usar este método.

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO E
RESPONSAVEL LEGAL

Eu, , RG/ CI

, abaixo assinado, concordo em participar

do estudo sobre limpeza de dentaduras realizado na clinica de protese dentaria do
curso de Odontologia da Universidade Federal de Pelotas. Fui devidamente
informado e esclarecido sobre a minha participacdo. Foi-me garantido que posso
retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer

penalidade ou interrupcdo do acompanhamento/ assisténcia/ tratamento.

Pelotas, de de 2012.

Assinatura
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Apéndice B — Notas de Tese

Avaliacéo da efetividade de diferentes protocolos de higienizacao

Assessement of effectiveness of the different cleaning protocols

A presente tese de doutorado desenvolveu um ensaio clinico randomizado em
usuario de prétese total, a fim de buscar o melhor protocolo quimico de higienizacéao
de préteses totais, bem como comparar duas metodologias diferentes usadas com
esse proposito. O biofilme formado na parte interna da prétese total e na regido
vestibular dos pré-molares foi coletado e corado para quantificacdo e comparacéo
das metodologias apés diferentes protocolos quimicos em TO, T7 e T14. Para
analise microbioldgica, a solu¢do de 0,5% de hipoclorito de sédio e a solucdo de
0,12% de gluconato de clorexidina reduziram o0s niveis de microrganimos
comparado com a solucdo de 5% de bicarbonato de sédio e da agua (placebo).
Sendo estes, recomendados no auxilio quimico da higiene de proteses totais,
através da imersdo uma vez por semana durante 10 minutos. Quando comparamos
duas metodologias diferentes para quantificacdo de biofilme e analise de produtos
quimicos de higiene, comprovamos que a andlise microbioldgica fornece resultados
mais sensiveis e reproduziveis em relacdo a analise computadorizada de fotografias
coradas. Levando em considerado os aspectos éticos relacionados experimentacao
in vivo, nossos achados tem a capacidade de servir como modelo de novos estudos
bem como protocolo clinico de higiene para pacientes usuarios de prétese total.

Campo da pesquisa: Clinica Odontologica, Protese Dentaria.

Candidato: Fernanda Valentini Mioso, Cirurgia-dentista pela Universidade Federal
de Pelotas (2010)

Data da defesa e horéario: 22/02/2016

Local: Auditério do Programa de Pds-graduacao em Odontologia da Universidade
Federal de Pelotas. 5° andar da Faculdade de Odontologia de Pelotas. Rua
Goncalves Chaves, 457.

Membros da banca: Prof. Dra. Francoise Hélene van de Sande Leite, Praf. Dra.
Aline Pinheiro de Moraes, Profa. Dra. Giana da Silveira Lima, Prof Dr. Mateus
Bertolini Fernandes dos Santos, Prof. Dr. Prof. Dr. Jovito Adiel Skupien (suplente) e
Rafael Guerra Lund (Suplente).

Orientador: Profa. Dra. Tatiana Pereira Cenci
Co-orientadores: Profa. Dra. Noéli Boscato e Prof. Dr. Maximiliano Sérgio Cenci

Informacéo de contato: Fernanda Valentini Mioso, nandavalentini@hotmail.com,
Rua Treze de Maio 1604/151 armonia — Caxias do Sul/RS.



123

Apéndice C — Sumula do curriculo do candidato

Fernanda Valentini Mioso, nasceu em 25 de maio de 1986, em ljui, Rio Grande do
Sul. Completou o ensino fundamental em escola publica e o ensino médio em escola
privada na mesma cidade. No ano de 2003 ingressou na Universidade de
Odontologia de Passo Fundo (UPF), transferiu em 2005 para Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), tendo sido graduada
cirugia-dentista em 2010. No mesmo ano ingressou no Mestrado do Programa de
Pés-graduacdo em Odontologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), &rea
de concentracdo Protese Dentaria, sob orientacdo do Profa. Dra.Tatiana Pereira
Cenci. Durante o periodo de mestrado foi bolsista CAPES, e desenvolvou trabalhos
na interface protese total, resina acrilica, reembasadores resiliente e biofilme.
Tornou-se especialista em Prétese Dentéria pelo Conselho Federal de Odontologia
do Rio Grande do Sul, em 2012. No mesmo ano, ingressou no Doutorado no
Programa de Pdés-graduagdo em Odontologia da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel), area de concentracdo Dentistica, sob orientacdo do Profa. Dra.Tatiana
Pereira Cenci. Desenvolvou trabalhos na interface clinica odontolégica,
levantamento epidemioldgico, ensaio clinico randomizado, higiene oral, biofilme e
prétese total. Durante o periodo académico fez diversos projetos de extensao em
clinica odontolégica com énfase em Prétese Dentaria. Ainda em 2012 ingressou no
Exército Brasileiro, 9° BIMTZ- na cidade de Pelotas, exercendo clinica especializada
(Protese Dentaria). Em 2014 concluiu a especializacdo em Implantodontia na
Universidade Cruzeiro do Sul (grupo Ideal cursos) na cidade de Pelotas. Em 2015 foi
transferida para o 19° BIMTZ na cidade de S&o Leopoldo, por interesse proprio.

Publicagdes:

Antibacterial efficacy and effect of chlorhexidine mixed with irreversible hydrocolloid
for dental impressions: a randomized controlled trial. Cubas ABC, Valentini F, Leite
FRM, Camacho B, Cenci MS, Pereira-Cenci T. Journal of Prosthodontics, v27. p363-
365. 2014.

Influence of glass particle size of resin cements on bonding to glass ceramic: SEM
and bond strength evaluation. Valentini F, Moraes RR, Pereira Cenci T, Boscato N

Microscopy Research and Technique (Print)2014.

Can we close large prosthetic space with orthodontics?. International Journal of
Orthodontics. Meski EM, Skupien J, Valentini F, Pereira-Cencil T. International
Journal of Orthodontics. 2013.

Biofilm formation on denture liners in a randomised controlled in situ trial. Valentini F,
Luz MS, Boscato N, Pereira-Cenci T. Journal of Dentistry.2013.


http://lattes.cnpq.br/9024025692311039

Prevention and treatment of Candida colonization on denture liners: A systematic
review. Skupien JA, Valentini F, Boscato N, Pereira-Cenci T. Journal of Prosthetic
Dentistry.2013.

Resilient Attachments as an Alternative to Conventional Cast Clasp Removable
Partial Denture: 3-Year Follow-up. Schuh C, Skupien JA, Mesko EM, Valentini F,
Pereira-Cenci T, Boscato N. The Journal of Indian Prosthodontic Society. 2013.

Effect of Surface Sealant on the Color Stability of Resin Composite Restoration.
Valentini F, Oliveira DGS, Guimardes ZG, Barbosa SPR, Moraes RR. Brazilian
Dental Journal. 2011.
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Apéncice D - Questionério semi-aberto (parte 3)

Dados pessoais

1. Nome completo:

2. Enderego:

3. Telefones Residencial ( ) Comercial: ( ) Celular: ( )
4. Sexo: () Masculino () Feminino

5. Data de nascimento / /

Conte-nos sobre suas proteses:

H& quanto tempo utiliza protese total?

( )menosde6meses ( )De6mesesa2anos ( )Deb5al0anos () Maisde 10 anos
Vocé dorme com suas proteses?

( )Sim( )Néo

Como vocé realiza a higiene da sua protese?

() Escova macia e pasta de dentes () Escova dura e pasta de dentes () Apenas escova e

agua () Utilizo solucéo limpadora Qual?

Conte-nos sobre sua saude:

Possui alguma doenca ou esta sob tratamento médico? ( ) Sim () Néo
Qual(is)?
Toma algum remédio? ( ) Sim () Néo
Qual(is)?
E diabético? () Sim ( ) Ndo

Utiliza medicacdo para controle da diabetes? ( ) Sim () Néo

Utiliza complexo vitaminico? () Sim () Ndo Qual(is)?

Vocé ja fez ou faz quimioterapia?
( )Sim( )Néao Porquanto tempo?

Vocé fuma?
( )Sim( )Né&o () fumava

Quanto tempo parou?

Com qual frequéncia?
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Apéndice E- Instru¢cdes sobre o Projeto
Parte 2

___*

PEIFERAIDARE FIRDRAL B0 FELAT
FReiiTa bl Piagi
WEATRAES DN FRAOTESE SENGL

INSTRUGOES DE HIGIENE ORAL

ELGUNS CUIDADOS COM A PROTESE

Cuidados Especiais
Durante o Estodo . .
1) VOCE DEVIRE ST ELINTRTER NORMEL-
» Toct ndw poderd wilizar HINTE (0¥ E 5TE PROTESE DVRANTE §
Hiruido para bockecho ESTUIS. B2 © FRICIS0 MUWDEE SIVS HAR]-
bucal durmte as fases do  10° ALMENTARES
estudi;

2"} TOCE DEVERA REMOVIR STR
PROTESE RICORISIMINTT THES
» Wacé ad¢ poderd fazer mw  VEIES 10 DIE PR HICEREZECED.
e medicamentos come
Enfibiatices ¢ anfifuagices +") N0 LOAL DA PESQVISE TSR
durante as fases do esthdl,  gprygs § CSPUMA FORMEDE PELI PESTA
JE DENTE PLEN EICERTZECED. TocE KED
DEVE ESCOVER COM X ESCOVE DE DENTE
« CESO OCORRE KLGTME WESSH BECLEO. JE 05 DEMELS DENTES IT-
DESSES RESTRIGOES VEM 5EE ESCOVEDOS ROEMELMENTE

INTRENTE AS FRSES DD

ESTUD, IMEDIETAMENETE £} TOCE DEVERA DUEMIE COM L
RELETE A0 DERTISTE TAL FROTESE , £ EN MOMERTY ALGTN,
50, FICER SEM M3E-LES.

s CoAlR

34 homm

1%) CONTARDS SO O SEL COMPROMETIMENTD ASSIM SO
POCERA CONTAR OO O NOES0

& e

2°) TODWE. 45 COMBULTAS PRE- DETERMINADAS 40 IMPORTAN-
FROTESES NOWAS TISSIMAS: PARA HOSEA FESOLIEA, . PORTANTO, NAD PODEM BER
FALTADAS, QUALGUER EVENTUALICADE SVISE 0 QUANTO AKTES

Responsdvel Fernanda Valewtin fel (53)3220-1809 s

_ {53) #129.5552



127

Apéndice F- Instrucfes sobre o Projeto
Parte 3

PRIFVERSIAARE FEREIEAL B
FEBIAT

HamTirs a ki
e WEATEAERS EN FEOTISE

INSTRUGOES DE HIGIENE ORAL

Cuidados Especiais
P ALGUNS CUIDADOS COM A PROTESE
“[:m“mi 1"} WOCE DEVERA 3E ALNTNTIR FiRMAL-
MINTE (0N I 5TR PRITESE DURANTE &
estudy; ESTUD. KB £ PRECISO MVDAR SIS
HARTT0S ELIMERTARES. —

* Vot nde poderd fazer e — . -
i‘!“‘:".! FRITESE RICOROSENENTE, TEES VEEES
anfibiefices € anfiflaghces g,y pyyy proEmC,

durante as fases do estuds;

T} WICE DEVERA SECUE 0 PROTOLOCH
» CASO OCORRA ELGTME DE HIGIERTZEED FROFOSTO £ CEDA FRSE

DESSES RESTRIGOES JIRED 4 PROTOCOLOE TESTEDS EN TIN-
P05 DIFIRENTES IVRANTE 14 DIES CADE
DNTRENTE A5 FESES DD

ESTUDO, IMETIETAMENETE
RELATE A0 DENTISTE TAL &") TO(E DEVERE DORMIE COM I PEO-
0. TESE , £ EM MOMENTS ALGUN, FICER SEM
T3E-LES.
RLT B CHEWITET Py TR B
ETTAE . EEEmaaln
I"FRsE [N
1= rmmmnnlm;\lb HORS
p——, T o GOMPROMISSO
2® PRSI0 O OF HEZESETACAD HORE
1*] CONTARICE 0 0 SEU COMPROMETIMENT ASSIN COMC
e T POCIERA GONTAR COM 0 NOSS0
= mummnnlm;\lb HORE
p— o 2*) TODAE &5 CONBLLTAS PRE- DETERMIMNADAS S50 IMPORTAN-
TISEIMAE FaRA MOSEA FEBGLIRA . PORTANTD, NAD PODIEM BER
4" PROTOCOLD DF MGENEAGhn 14 DS FALTADWE. GUALUER EVENTUALIDADE AVSE O QUSNTO SNTES
TOTAL D& PESQUISA D

Responsivel Fernania Valearmi tel (53)3229-1809 mu (53) #128-5552
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Apéndice G- Questionéario de Satisfacdo (parte 3)

De sua nota de 1 a 5, sendo 1 muito ruim e 5 muito bom:

1.Vocé sentiu alguma diferenca apds realizar do protocolo de higieniza¢éo?
0102 03 04 05

2. Teve dificuldade em realizar o protocolo higienizagdo?

0102 03 04 05

3. Teve gosto ruim ao realizar o protocolo de higienizagdo?

0102 03 04 05

4. Teve alteracdo do paladar enquanto realizava o protocolo de higienizacdo?
0102 03 04 05

5. Teve algum tipo de sensibilidade na mucosa bucal durante a realizacdo do protocolo de
higienizagéo?

0102 03 04 05
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Anexo A- Aprovacdo do Comité de Etica
Parte 3

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PELOTAS, 19 de janeiro de 2010.

PARECER N° 140/2009

O projeto de pesquisa intitulado AVALIACAO DE METODOS FiSICOS E
QUIMICOS DE HIGIENE DE PROTESES — ESTUDO IN VIVO esta constituido de
forma adequada, cumprindo, na suas plenitudes preceitos éticos estabelecidos por este
Comité e pela legislagio vigente, recebendo, portanto, PARECER FAVORAVEL i sua
execugho,

ot gans
Prof ®. Marcos Antonio Torriani
Coordenador do CEP/FO/UFPel

rriagl
Pl Mot 105
Comith 0 ica e Peegul
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