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RESUMO

COIMBRA, FCT. Avaliacao in vitro da suscetibilidade de biofilme multiespécies
as solucdes de peréxidos. Ribeirdo Preto: Faculdade de Odontologia de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o Paulo; 2018.

O objetivo desse estudo in vitro foi avaliar a efetividade antimicrobiana de
higienizadores a base de peréxidos frente a biofilme multiespécies e o impacto
dessas solucdes na reducéo da carga microbiana, atividade metabdlica e do biofilme
agregado. A partir de matrizes circulares metalicas (15 x 3 mm), foram
confeccionados corpos de prova de resina acrilica termopolimerizavel os quais foram
esterilizados em micro-ondas (650W, por 6 minutos) e inoculados com suspenséao de
10°> UFC/mL de Candida albicans (Ca) e 10° UFC/mL de Staphylococcus aureus
(Sa) e de Pseudomonas aeruginosa (Pa). Apds contaminacgdo, 0s corpos de prova
foram incubados a 37 °C por 20 h e, em seguida, por meio de uma cesta de acgo
inoxidavel, foram imersos em Béquer com as seguintes solucdes, de acordo com as
instrucdes do fabricante (n=9): Grupo CP (Controle positivo) - imersdo em PBS
(Phosphate-Buffered Saline); Grupo MI — NitrAdine e Grupo FX — Fixodent. Em
seguida, foram lavados (PBS) e imersos em meio de cultura Letheen, para a
avaliacdo da esterilidade e obtencéo de diluicdes seriadas (10° a 107°), as quais
foram semeadas em meios de cultura especificos: CHROMagar Candida para C.
albicans, Manitol Salt Agar para S. aureus e Agar Cetrimide para P. aeruginosa.
Apo6s incubacdo, de acordo com morfologia tipica, o numero de colbnias
caracteristicas foi mensurado e o nimero de UFC/mL calculado. A avaliacdo da
atividade metabdlica foi realizada pelo método de reducdo do XTT e a viabilidade
celular foi avaliada por microscopia de epifluorescéncia (n=2). Os dados obtidos para
as variaveis de UFC/mL (Sa e Pa), Unidades de Absorbancia e Percentual de Area,
foram avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn (a=0,05).
Para comparacado entre os dados vinculados (Percentual de area de células vivas e
totais) empregou-se também o teste de Wilcoxon. Os dados da variavel de UFC/mL
para C. albicans foram avaliados pelo teste de ANOVA e poés-teste de Tukey, uma
vez que apresentaram distribuicdo normal. Os resultados de UFC/mL mostraram
diferenca significativa entre os grupos (Ca p=0,002, Pa p<0,00le Sa p<0,001)
havendo reducéo significante do numero de UFC/mL de C. albicans [MI: 2,13 (1,17)],
de P. aeruginosa [FX: 2,96 (1,76 — 4,17) e MI: 0,00 (-0,43 — 2,06)] e S. aureus [FX:
3,59 (2,97 — 4,31) e MI: 1,90 (0,40 — 3,01)], quando comparado aos grupos controles
[CP:Ca: 4,02 (0,85), CP:Pa: 6,43 (6,02 — 6,61) e CP:Sa: 5,67 (5,41 — 6,31)]. Houve
reducdo da atividade metabdlica do biofilme multiespécies (p<0,001), em ambas as
solucdes higienizadoras [FX: 0,001 (-0,006 — 0,058) e MI: 0,000 (- 0,002 — 0,066)]
guando comparadas ao Grupo Controle [CP: 0,068 (0,046 — 0,190)]. As imagens da
microscopia de epifluorescéncia revelaram reducao significativa da area de biofilme
agregado sobre os corpos de prova apds a imersdo nos higienizadores [FX: 85,19
(77,23 — 86,42) e MI: 78,42 (70,91 — 81,65)] quando comparados ao grupo controle
(p<0,001). Na comparacédo entre as areas de biofilme vivo e total pode-se observar
diferencas entre as areas do biofilme multiespécies (p<0,001), apds a imersédo nos
higienizadores avaliados. Conclui-se que 0s higienizadores de protese conseguiram



reduzir a atividade metabdlica bem como o biofilme agregado, embora nenhum
higienizador tenha conseguido remover completamente o biofilme multiespécies. O
higienizador NitrAdine foi 0 mais efetivo na reducdo da carga microbiana do biofilme
multiespécies. A P. aeruginosa foi mais suscetivel a acdo dos higienizadores do que
0 S. aurueus e C. albicans, quando associada em biofilme multiespécies.

Palavras-chave: Biofilmes, Higienizadores de Dentadura, Produtos com Acdao
Antimicrobiana, Protese Total.
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ABSTRACT

COIMBRA, FCC. In vitro evaluation of the susceptibility of multispecies biofilms
to peroxides solutions. Ribeirdo Preto School of Dentristy, University of Sdo Paulo,
Brazil; 2018.

The objective of this in vitro study was to evaluate the peroxides soluions
antimicrobial effectiveness of against the viability of multispecies biofilm and the
impact of these solutions on the reduction of microbial load, metabolic activity and
biofilm aggregate. Acrylic resin specimens were obtained by a circular metal matrix
(15 x 3 mm), sterilized with microwave irradiation (650 W, 6 min) and contaminated
with contaminated with 10° CFU/mL suspension of Candida albicans (Ca) and 10°
CFU/mL suspensions of Staphylococcus aureus (Sa) and Pseudomonas aeruginosa
(Pa). After contamination, the specimens were incubated at 37 ° C for 20 hours and
then immersed in Becker through a stainless-steel basket, on the following solutions
according to the manufacturer's instructions (n=9): Group CP (positive control) —
immersion in PBS (Phosphate-Buffered Saline); Group MI — NitrAdine and Group FX
- Fixodent. The specimens were washed (PBS) and immersed in Letheen culture
medium, to evaluate sterility and obtain serial dilutions (10° to 10®), that were seed
into specific medium: CHROMagar Candida for C. albicans, Manitol Salt Agar for S.
aureus and Agar Cetrimide for P. aeruginosa. After incubation, in accordance with
characteristic morphology, the number of characteristic colonies was counted and the
number of CFU/mL calculated. The evaluation of metabolic activity was performed by
the XTT reduction assay and cell viability was evaluated by epifluorescence
microscopy. The data obtained for the variables of CFU (Sa and Pa), Absorption
Units and Area Percentage were evaluated by the Kruskal-Wallis test, followed by
the Dunn test (0¢=0.05). The Wilcoxon test was used to compare the paired data
(percentage of live and total cell area). Data from the variable of UFC/mL for C.
albicans were evaluated by the Anova test and Tukey's post-test, since they
presented a normal distribution. The results of UFC/mL showed significant
differences between groups (Ca p=0.002, Pa p<0.001le Sa p<0.001) with significant
reduction in the number of CFU/mL of C. albicans [MI: 2.13 (1.17)], P. aeruginosa
[FX: 2.96 (1.76 — 4.17); MI: 0.00 (-0.43 — 2.06)] and S. aureus [FX: 3.59 (2.97 —
4.31); MI: 1.90 (0.40 — 3.01)], when compared with control group [CP:Ca: 4.02 (0.85),
CP:Pa: 6.43 (6.02 — 6.61) e CP:Sa: 5.67 (5.41 — 6.31)]. There was reduction in the
metabolic activity of the multispecies biofilm in both denture cleanser [FX: 0.001 (-
0.006 — 0.058) e MI: 0.000 (- 0.002 — 0.066)] when compared with control group [CP:
0.068 (0.046 — 0.190)]. The epifluorescence microscopy images revealed a
significant reduction of the biofilm area on the specimens after immersion in the
denture cleansers [FX: 85.19 (77.23 — 86.42) e MI: 78.42 (70.91 — 81.65)] when
compared with control group (p<0.001). In live and total biofilm areas comparison it
was possible to observe differences between the areas of the multispecies biofilm



(p<0,001), after immersion in the denture cleansers evaluated. It was concluded that
the denture cleansers were able to reduce metabolic activity as well as the aggregate
biofilm, although none of the cleansers was able to completely remove the
multispecies biofilm. NitrAdine was the most effective in reducing the microbial load
of multispecies biofilm. P. aeruginosa was more susceptible to the action of denture
clenasers than S. aureus and C. albicans, when associated with multispecies
biofilms.

Keywords: Biofilms, Denture Cleansers, Products with Antimicrobial Actions,
Complete Denture.
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1. INTRODUCAO

Atualmente ha 901 milhdes de idosos na populacdo mundial, o que
proporcionalmente, significa que uma em cada nove pessoas no mundo tem 60 anos
ou mais (United Nations, 2015). Segundo as estimativas, a previsdo é que essa
propor¢cao aumente para uma em cada cinco pessoas em 2050, atingindo um total
de 2 bilhdes de idosos na populacdo mundial (22% da populacéo global) (Guzman et
al.,, 2012). Se, por um lado, os avancos continuos nos cuidados de saude
propiciaram aumento da populacdo mundial de idosos; por outro, esta diminuindo o
ndamero de pacientes edéntulos a taxa média de 1% ao ano na maioria dos paises
desenvolvidos (Douglas et al., 2002). Entretanto, em decorréncia da crescente
expectativa de vida média, o numero de pacientes edéntulos permanecera
aumentando nas préximas décadas (Douglas et al., 2002; Cooper, 2009; Papadaki
et al., 2012).

Nos Estados Unidos, por exemplo, embora o aumento da populacdo de
idosos ira superar o declinio das taxas de edentulismo, o numero de maxilas
edéntulas aumentara de 53,8 milhdes (1991), para 61,0 milhdes em 2020 (Douglas
et al., 2002). ProjecBes para a Finlandia, Suécia e Reino Unido revelam que o
edentulismo tenderd a diminuir em até 60% nos proximos 20 anos nesses paises
(Mojon et al., 2004). O Brasil, entretanto, ainda apresenta alta prevaléncia de
edéntulos, principalmente entre a populacdo idosa. Projecfes futuras observam
tendéncias crescentes até 2040, com expectativa de 64 milhdes de idosos edéntulos
no pais (Cardoso et al., 2016).

O envelhecimento populacional implicard inevitavelmente em maiores
desafios para prestacdo e cuidados de atencdo a saude sistémica e oral como
condicao fundamental para uma vida mais saudavel (O’'Donnell et al., 2016). Varios
estudos relatam a associacdo entre doencas orais e sistémicas, como doencas
cardiovasculares e infec¢bes respiratorias (Sumi et al., 2002; Coulthwaite et al.,
2007; Coco et al., 2008; Glass et al., 2010; Pereira-Cenci et al., 2010; Pizzo et al.,
2010; Peters et al., 2012; Felton, 2016; Suma et al., 2018). Estudos mostram que
varios casos de pneumonia estdo relacionados a bactérias orais originadas da
orofaringe (Terpenning et al., 2001; Sumi et al., 2002, Coulthwaite & Verran, 2007,
Pizzo et al., 2010; O’Donnell et al., 2016).
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O ambiente orofaringeo é um ambiente complexo que esta continuamente
exposto a VAarios micro-organismos patogénicos oportunistas, incluindo fungos e
bactérias, com capacidade de se relacionar e se organizar na forma de biofilmes
(Terpenning et al.,, 2001; Peters et al., 2012). A presenca de células em estado
plancténico nos biofilmes possibilita a colonizagdo de novos nichos no organismo,
tendo em vista a capacidade dessas células de se desprenderem dos biofilmes
(Terpenning et al., 2001; Sumi et al., 2002; Smith et al., 2003), situacdo que tendem
a se agravar com 0 uso de préteses precdrias para a reabilitacdo oral, uma vez que
esses micro-organismos também sdo capazes de aderir a superficies abioticas
(Chandra et al., 2001; Baena-Monroy et al.,2005; Coenye et al., 2008; Azevedo et
al., 2012) e formar biofilmes multiespécies de dificeis controle (Chandra el al., 2001,
Baena-Monroy et al.,2005; Coenye et al., 2008; Azevedo et al., 2012).

Estima-se que mais da metade de todas as infecgbes microbianas estédo
relacionadas a presenca de biofilmes (Donlan et al., 2002; Peters et al., 2012). Os
biofilmes sdo comunidades complexas sésseis, em que células de varios micro-
organismos estao presentes. Estas células estédo ligadas uma a outra e cercadas por
uma matriz polimérica extracelular (Donlan et al., 2002), constituida principalmente
por polissacarideos, DNA, proteinas e células mortas (Branda et al., 2005). A
capacidade de interacdo entre essas ceélulas, conhecida como “quorum sensing”
(Nadell et al., 2008), possibilita a modulacdo de fatores de protecdo de forma a
conseguir rapida adaptacao frente as alteracdes do meio, mediante a presenca de
antimicrobianos e células de defesa do hospedeiro. A producdo de matriz pode
restringir a penetracdo de agentes antimicrobianos, levar ao acumulo de enzimas
degradantes de antibi6ticos, como também pode afetar o pH, a concentracdo de
oxigénio e a disponibilidade de nutrientes nas camadas mais profundas do biofilme
(Donlan & Costerton 2002, Henriques et al., 2013). Adicionalmente, a transferéncia
de genes de resisténcia, favorecidos pela alta densidade e diversidade celular,
também contribui para maior resisténcia dos biofilmes (Donlan & Costerton 2002;
Peters et al. 2012; Henriques et al., 2013).

Os biofilmes presentes nas proteses, nos dentes e na mucosa Sao
distintos em termos de diversidade e composicdo (O’Donnell et al., 2015). As
diferentes localizag6es anatdmicas provavelmente explicam essas diferencas, visto
gue as superficies aderentes e o ambiente circundante podem ser mais adequados

para o crescimento de determinada diversidade microbiologica (Zaura et al., 2009,
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O’Donnell et al., 2015). Na cavidade bucal a saliva &€ importante fonte de nutrientes
para os micro-organismos (Humphrey et al., 2001), entretanto a protese pode atuar
como barreira para a formacdo de menor nicho sustentavel (Zaura et al., 2009).
O’Donnell et al. (2015) mostraram que a presenga da denticdo natural causa
impacto significativo na diversidade do microbioma oral de um usuéario de préteses
dentaris.

Fatores como a prépria caracteristica do polimetilmetacrilato utilizado para a
confeccdo das bases protéticas (Harrison et al., 2004; Li et al., 2010; Glass et al.,
2010; Raj et al., 2013) e a formacado de peliculas de proteinas salivares sobre as
bases (Gocke et al., 2002) influenciam a adesdo microbiana, tornando a prétese um
reservatorio de micro-organismos de diferentes potenciais patogénicos (Powell et al.,
1990; Nikawa et al., 1998; Morales et al., 2010; Ribeiro et al., 2012). Logo, dado que
parte significativa dos idosos usa algum tipo de prétese dentaria (Coulthwaite et al.,
2007; Donell et al ., 2016), e que a medida que a populagédo envelhece, aumenta o
impacto local e sistémico das doencas bucais (EI-Soh et al., 2011; GUzman et al.,
2012; O’'Donnell et al., 2016), maior, portanto, € a suscetibilidade desses pacientes a
desenvolver infeccbes persistentes, e até mesmo potencialmente fatais (Abe et al.,
2001; Maeda et al.,, 2007; Lee et al., 2009; Altieri et al., 2012; Kart et al., 2016).
Estudo recente mostrou que pacientes que dormem com a prétese duplicam o risco
de desenvolver pneumonia (Limuna et al.,, 2015) devido ao aumento da carga
microbiana no biofilme protético e a proximidade da protese ao trato respiratorio que
potencializa o risco de aspiracdo de patdégenos oportunistas (Limuna et al., 2015,
O’Donnell et al., 2015).

Em estudo recente, O’Donnell et al. (2016) identificaram em 64,6% das
préteses avaliadas niveis significativos de P. aeruginosa e S. aureus, além de outros
potenciais patégenos respiratorios como S. pneumoniae, H. influenzae B,
S.pyogenes e M. catarrhalis. O S. aureus foi 0 patdgeno mais prevalente, presentes
em 51,2% das proteses. Outros patdégenos frequentemente isolados em proéteses
dentarias tanto de individuos saudaveis (64%), como pacientes com estomatite
protética (78%) sdo as espécies de Candida. Essas espécies geralmente
representam 30 a 60% da microbiota oral em individuos saudaveis e 60 a 100% da
microbiota em usuarios de préteses totais (Loster et al., 2012).

Embora atualmente sejam conhecidas aproximadamente 200 espécies

de Candida somente 10% delas podem causar algum tipo de infecgcdo em humanos
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(Gauch et al., 2018). A C. albicans é a espécie mais relacionada a quadros de
infecdo, seguida pelas espécies de C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata (Gauch
et al., 2008). Além disso, € a espécie mais predominantemente encontrada nas
préteses de pacientes com estomatite protética e comumente associada as bactérias
S. aureus e P. aeruginosa, em casos de infeccao (Wisplinghoff et al., 2005; Shirtliff
et al., 2009; Harriott & Noverr, 2011).

A C. albicans €& um micro-organismo oportunista eucariético e
polimorfico (Peters et al., 2012; Mayer et al., 2013), que na maioria dos individuos,
habita de maneira comensal diversas areas do organismo (Mayer et al., 2013; Peters
et al., 2013; O’Donnell et al., 2015). Na cavidade bucal estdo presentes em 40% a
60% da populacdo (Peters et al., 2010). Entretanto, também sado capazes de
colonizar varios polimeros utilizados para a confeccdo de dispositivos médicos e
odontoldgicos, tais como materiais dentario, proteses, implantes, tubos
endotraqueais e cateteres (Kojic et al., 2004; Harriot et al., 2009) e formar biofilmes
de dificeis erradicacao (Harriot et al., 2009; Peters et al., 2010; O’Donnell et al.,
2015; O’Donnell et al., 2016). Ribeiro et al. (2012) verificaram a presenca de C.
albicans em 66,7% das proteses totais avaliadas, sendo que 65,5% apresentavam
alguma espécie de Candida. Paranhos et al. (2013) ao comparar 0s niveis de
biofilme em proéteses totais maxilares e mandibulares, de vinte e trés usuarios de
protese, verificaram que a C. albicans foi a espécie mais frequentemente isolada
seguida das espécies de C. glabrata e C. tropicalis. O’Donnell et al. (2015)
identificaram espécies de Candida em 72% das proteses dentarias avaliadas, sendo
a C. albicans a espécie mais predominante.

Os biofilmes de C. albicans sdo mais resistentes ao tratamento
antifangico do que as células plancténicas devido ao padrdo de expressao génica
(Ramage et al., 2002; Yeater et al., 2007; Peters et al., 2010). Uma caracteristica
desses biofilmes é a heterogeneidade morfologica das células, que resulta em
complexa arquitetura tridimensional de biofiime (Chandra et al., 2001). O
polimorfismo celular confere a esses micro-organismos a capacidade de se
apresentar tanto na forma unicelular (levedura) como na filamentosa (como as hifas
ou pseudo-hifas) (Chandra et al.,, 2001; Sudbery et al.,, 2004), sendo a forma
filamentosa o estado mais patogénico dessa espécie (Chandra et al., 2001; Sudbery
et al., 2004; Harriot et al., 2009).
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O potencial de viruléncia desse micro-organismo esta relacionado
principalmente a flexibilidade fenotipica, producdo de enzimas hidroliticas,
aderéncia, e hidrofobicidade celular (Chandra et al., 2001; Harriot et al., 2009; Peters
et al., 2010; Mayer et al., 2013). A producédo de enzimas hidroliticas, especialmente
fosfolipase e aspartil-proteinase, € um fator importante para o desenvolvimento da
patologia associadas ao fungo (Serda-Kantarcioglu et al., 2002; Saramayake et al.,
2006). A fosfolipase é responsavel pela invasao da célula hospedeira, rompendo a
membrana das células epiteliais permitindo, dessa maneira, a penetracdo das hifas
no citoplasma (Serda-Kantarcioglu et al., 2002; Saramayake et al., 2006) enquanto a
aspartil-proteinase digere a superficie das células do hospedeiro e as proteinas da
matriz extracelular, além de destruir células do sistema imunolégico do hospedeiro,
permitindo dessa maneira, a penetracdo e colonizacdo do fungo para o
desenvolvimento da patogénese (Serda-Kantarciogluet al., 2002; Zago et al., 2015).

A colonizacdo da prétese pela C. albicans é o principal fator de risco
para o desenvolvimento da estomatite protética, manifestacdo clinica mais comum
das de alteracdes patoldgicas associadas a candidiase em usuarios de protese
(Arendorf; Walker, 1987; Barbeau et al., 2003; Coelho; Souza; Daré, 2004; Baena-
Monroy et al., 2005; Gendreau et al., 2011; Harriott & Noverr 2009; Kossion et al.,
2011; Badaré et al., 2017). Estudo recente sugere que o biofilme de C. albicans e C.
glabrata contribui para o desenvolvimento de quadros mais severos de estomatite
protética por se tratar de biofilmes mais invasivos e com maior potencial patogénico
(Alves et al., 2014).

Evidéncias sugerem que infeccdes relacionadas a espécie C. albicans séo
decorrentes de biofilmes multiespécies (Sumi et al.,, 2002; Hariiot et al., 2009;
Morales et al., 2010, Peters et al., 2010), sendo o Staphylococcus aureus o terceiro
organismo mais comumente isolado em associacdo com C. albicans (Harriot et al.,
2009; Peters et al., 2010). O S. aureus € a espécie mais patogénica do género
Staphylococcus (Peters et al., 2010); apresenta grande importancia clinica, tendo em
vista a capacidade de desenvolver mecanismos de resisténcias as terapias
medicamentosas convencionais (Coenye et al., 2008; Peters et al.,, 2010). A
pneumonia aspirativa tem sido considerada uma das mais preocupantes infeccbes
sistémicas causada pelo S. aureus, principalmente em pacientes idosos (Terpenning
et al., 2001; Gordon et al., 2008; Peters et al., 2010; Peters et al., 2012). A presenca

de proteses dentarias tornam os usuarios de protese total mais suscetiveis ao
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desenvolvimento dessas infecgbes (Honna et al., 1994; Coenye et al., 2008; Kart et
al., 2014). Estudos indicam que 20 a 30% da populacéo apresenta S. aureus como
colonizador permanente, enquanto 30% da populacdo como colonizador transitorio
da cavidade oral (Douglas et al., 2003). Zago et al., (2015), verificaram aparente
sinergismo entre as espécie de C. albicans, S. aureus suscetiveis a meticilina
(MSSA) e S. aureus resistentes a meticilina (MRS). Os autores observaram também
adesdao bacteriana predominantemente em hifas.

A associacdo entre células bacterianas e fungicas tende a aumentar a
tolerancia a agentes antimicrobianos (Harriot et al., 2009; Peters et al., 2010;
O’Donell et al., 2015; O’Donell. t al., 2016). A P. aeruginosa € uma bacteria Gram
negativa altamente adaptavel (Lambert et al., 2002; Peter et al., 2010) de dificil
controle, tanto pelo uso de antibioético, como por agentes desinfetantes (Lambert et
al., 2001; Rumbaugh et al. 2000; Morales et al., 2010; Peters et al.,, 2010), que
contribui para o carater oportunista desse patégeno (Peters et al., 2010; Lima et al.,
2014). Mecanismos de resisténcia intrinseca (Peter et al., 2010; Morales et al., 2010;
Strateva et al., 2011; Lima et al., 2014) e adquirida (Strateva et al., 2011; Lima et al.,
2014), associados a producdo de fatores de viruléncia, conferem protecdo ao
sistema de defesa do hospedeiro, bem como dificultam a difusdo dos agentes
antimicrobianos (Morales et al 2010;. Strateva et al., 2011).

A adesdao de micro-organismos de diferentes potenciais patogénicos
associados ao desenvolvimento de estruturas mais complexas com caracteristicas
fenotipicas distintas das células no estado planctonico ressaltam a relevancia clinica
de protocolos de prevencao e controle do biofilme da prétese, que podem atuar
como fontes potenciais de infeccédo (Powell et al., 1990; Lee et al., 2009; Glass et al.,
2010; Ramage et al.,, 2012; Ribeiro et al.,, 2012). Embora a literatura reporte
diferentes protocolos de higienizacdo para a protese total (Budtz-Jgrgensen, 1979;
Abelson, 1981, 1985; Jagger; Harrison, 1995; Nikawa et al., 1999; Shay, 2000;
Neppelembroek et al., 2003; Silva-Lovato et al., 2006; Souza et al., 2009), estudos
mostram que falta de orientacdo adequada, caracteristicas anatdmicas das proteses,
diminuicdo da destreza manual e acuidade visual dos pacientes bem como a
ineficacia dos higienizadores de protese (Council on dental materials, instruments
and equipment, 1983; Silva-Lovato et al., 2006; Akar et al., 2008) contribuem para a
precariedade da saude oral dos usuarios de prétese (Marchini et al., 2006; Dikbas et
al., 2006; Catéo et al., 2007; Akar et al., 2008; Haumschild et al., 2009; Pace et al.,
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2010; Peracini et al.,, 2010). Axe et al. (2016) relataram que a falta de consenso
sobre as recomenda¢cfes de cuidado e manutencdo das proteses entre 0s
profissionais se reflete nos habitos de higienizacdo dos usuarios de proétese.

Os diferentes métodos indicado para remocdo e controle do biofilme
protético sdo classificados em: mecéanicos (escovacao e ultrassom), fisicos (energia
de micro-ondas), quimicos (hipocloritos alcalinos, perdxidos, acidos, drogas brutas,
detergentes e enxaguatorios bucais) e associados (mecanico/fisico e quimico)
(Budtz-Jgrgensen, 1979; Abelson, 1981, 1985; Jagger; Harrison, 1995; Nikawa et al.,
1999; Shay, 2000; Neppelembroek et al., 2003; Silva-Lovato et al., 2006). Entre os
diferentes métodos, o mais frequentemente recomendado, principalmente em paises
em desenvolvimento, € a escovacao com dentifricio (Dill et al., 1988; Kulak-Ozkan et
al., 2002; Dikbas et al., 2006; Gedik et al., 2009; Axe et al., 2016). Por outro, lado
estudos tém mostrado que a incorporacdo de acdo desinfetante pelos agentes
quimicos pode atuar como coadjuvante no controle do biofilme (Paranhos, 2007;
Nishi, 2011; Nakamoto et al., 1991; Gornistsky et al., 2002; Pavarina et al., 2003;
Silva-Lovato et al., 2010; Srinivisan et al. 2010; Dhamande et al., 2012; Ramage et
al., 2012; Lucena-Ferreira et al., 2014). Gedik et al. (2009) ressaltam a importancia
da higienizacao por meio de agentes quimicos para o controle do biofilme. Ramage
et al. (2012) concluiram que o uso diario de higienizadores quimicos pode diminuir
significativamente a adesao de C. albicans as bases protéticas.

A imersdo em higienizadores efervescentes classificados como solucdes a
base de peréxidos é comumente recomendada pelos cirurgides-dentistas pela
facilidade do uso (Shay et al., 2000; Dikbas et al., 2006; Iseri et al., 2011; Axe et al.,
2016) e eficacia antimicrobiana (Nakamoto et al., 1991; Gornistsky et al., 2002;
Pavarina et al., 2003; Silva-Lovato et al., 2010; Srinivisan et al., 2010; Dhamande et
al., 2012; Ramage et al., 2012; Ducky et al., 2013; Lucena-Ferreira et al., 2014). Axe
et al. (2016) observaram que em paises desenvolvidos como Estados Unidos,
Japdo e Italia, os higienizadores a base de peréxidos foram a primeira
recomendacao de higiene em 43% dos profisssionais.

Os peroxidos alcalinos sdo combinagbes quimicas complexas entre
componentes oxidantes, efervescentes, redutores de tensao superficial e agentes
guelantes (Abelson, 1985). Os diferentes ingredientes ativos presentes, tais como
diéxido de titanio, lauril sulfato de sodio e EDTA, parecem influenciar a efetividade

antimicrobiana dessas solucdes (Sousa et al., 2009; Jose et al., 2010; Pellizzaro et
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al., 2012; Dhamande et al., 2012; Kumar et al., 2012; Coimbra et al., 2016). A
liberacdo de mdltiplas bolhas de oxigénio exerce acdo mecéanica de desprendimento
entre a superficie da prétese e o biofilme; promovendo assim, a desagregacao,
dissolucéo e remocao dos depdsitos (Abere, 1979; Abelson, 1981; Silva-Lovato et
al., 2010; Srinivisan et al., 2010; Dhamande et al., 2012; Ramage et al., 2012;
Lucena-Ferreira et al., 2014; Coimbra et al., 2016).

A grande diversidade desses higienizadores comercialmente disponiveis
aliadas a falta de padronizacdo metodologica, influenciam a diversidade de
resultados sobre a efetividade desses higienizadores. Embora alguns estudos
relatem a acdo antimicrobiana dessas solu¢bes em periodos curtos, recomendados
pelo fabricante, (Nakamoto et al., 1991; Gornistsky et al., 2002; Pavarina et al., 2003;
Coenye et al., 2008; Silva-Lovato et al., 2010; Srinivisan et al., 2010; Dhamande et
al.,, 2012; Ramage et al., 2012; Lucena-Ferreira et al., 2014), outros reportam
efichcia da diminuicdo da carga microbiana em periodos longos, como imersfes
noturnas (Ramage et al., 2012; Ducky et al., 2013). Entretanto, Coenye et al. (2008)
observaram que fatores como tempo, temperatura e volume de agua utilizado
influenciam a efetividade antimicrobiana desses higienizadores. O aumento do
volume de agua, assim como do tempo de imerséo, para 30 minutos, implicaram no
declinio da eficacia dos higienizadores. Além disso, a diminuicdo da temperatura
para 25 °C influenciou negativamente a atividade antibiofilme. Entretanto, periodos
de imersao mais longos (2 h) séo relatados como necessarios para a eficacia desses
higienizadores em materiais reembasadores (Nikawa et al., 1995; Gedik et al.,
2009). Por outro lado, estudos ressaltam a importancia de seguir as orientacdes do
fabricante para melhor acdo dos higienizadores e prevencéo de efeitos adversos as
bases protéticas (Handa et al., 2008; Ramage et al., 2012).

Um fato importante a considerar € que a maioria dos estudos de avaliacao
da efetividade dos peréxidos alcalinos foi conduzida frente a biofilmes de Unica
espécie (Nakamoto et al., 1991; Coenye et al., 2008; Ferreira et al., 2009; José et al.,
2010; Li et al., 2010; Uludamar et al., 2010; Vieira et al., 2010; Iseri et al., 2011; Lee
et al., 2011; Kumar et al., 2012), sendo a C. albicans a mais reportada devido a
intrinseca relagdo desse micro-organismo com o0 desenvolvimento da estomatie
protética. Estudos em biofimes de espécie Unica sdo fundamentais como
indicadores de perfil de susceptibilidade das espécies frente a esses higienizadores

efervescentes. Paranhos et al. (2009) concluiram que a eficacia dos métodos de
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higienizacdo depende do tipo de biofilme microbiano formado. Tais achados indicam
que o perfil de suscetibilidade dos micro-organismos aos agentes quimicos pode
contribuir para a selecédo de espécies em biofilmes multiespécies (Lucena-Ferreira et
al., 2014). Coimbra et al., (2016) ao avaliarem a acéo in vitro de solucdes a base de
peroxidos alcalinos frente a 08 espécies microbianas, relacionadas a doencgas locais
e sistémicas encontradas em biofilmes de préteses (C. albicans, C. glabrata, S.
aureus, S. mutans, B. subtilis, E. faecalis, E. coli e P. aeruginosa) verificaram que a
susceptibilidade das diferentes espécies pode estar relacionada ao potencial
patogénico de cada espécie, bem como as diferencas entre as formulacbes dos
perdxidos alcalinos.

Nesse sentido, a avaliacdo da eficacia desses higienizadores frente a
biofilmes multiespécies torna-se importante. A literatura mostra que os biofilmes
multiespécies sdo menos susceptiveis a agentes antimicrobianos do que os
biofilmes mono espécies (Hoffman et al. 2006; Biswas et al. 2009; Harriott & Noverr
2009, 2010; Simoes et al. 2010; Peters et al., 2013). Alguns estudos sobre a
susceptibilidades dos biofilmes multiespécies a agentes desinfetantes (Simoes et al.,
2010; Peter et al., 2013; Kart et al., 2017) e higienizadores de préteses (Lucena et
al., 2014; Panariello et al., 2016; Vasconcelos et al., 2017) tém sido realizados; no
entanto, davidas ainda permanecem em relacdo a efetividade antimicrobiana dos
higienizadores a base de perdxidos frente a associagao entre fungos e bactérias.

Simdes et al. (2010) verificaram que biofilme multiespécies apresentou
maior resisténcia ao hipoclorito de sédio (0,1 mg/L), quando comparado ao biofilme
mono espécie. Entretanto, na auséncia da bactéria A. calcoaceticus, o biofilme
multiespécies foi mais suscetivel ao hipoclorito de sédio do que o mono espécie.
Peters et al. (2013) encontraram diferencas na suscetibilidade entre Candida
albicans e Staphylococcus aureus quando comparados a biofiilmes mono e
multiespécies. Lucena-Ferreira et al. (2014) observaram diminuicdo do niumero de
bactérias e aumento do numero de C. albicans apods utilizacdo diaria do higienizador
Polident em biofilme de multiplas espécies formado por cinco bactérias (Actinomyces
naeslundii, Veillonella dispar, Fusobacterium nucleatum,Streptococcus mutans e
Streptococcus oralis) e uma levedura (C. albicans). Paraniello et al. (2016)
verificaram que a escovagdo combinada com agentes quimicos para imersdo da
prétese propiciou maior remoc¢ao do biofilme multiespécies de C. albicans, C.

glabrata e S. mutans. Kart et al., (2017) observaram que a magnitude da eficacia do
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desinfetante em biofilme multiespécies depende tanto, das cepas presentes, como
do desinfetante avaliado. Os autores verificaram que, embora no biofilme
multiespécies de C. albicans, S. aureus e P. aeruginosa, o Staphylococcus
apresentou maior susceptibilidade a clorexidina. Nao foram encontradas diferencas
significativas dessa espécie em relagdo aos outros desinfetantes quando
comparados biofilmes mono e multiespécies. Vasconcellos (2017), ao avaliar a
efetividade antimicrobiana de oito higienizadores de protese a base de peroxidos
sobre o biofilme multiespécies de S. mutans, S. aureus, C. albicans e C. glabrata,
em espécies mistas de resina e metal, verificou que somente o higienizador
NitrAdine apresentou alguma agao antimicrobiana significativa; e esta somente em
relacdo a S. mutans.

Considerando que alteragcdes nas condicbes ambientais podem induzir
mudangas na arquitetura do biofilme, na biomassa e na composi¢do da matriz
extraceluar, a exposicao aos agentes oxidativos pode, portanto, levar a formacéo de
biofilmes mais reistentes a acdo dos agentes antimicrobianos (Kart et al., 2014;
Lucena-Ferreira et al., 2014; Zago et al., 2015). Nesse sentido, e com base em vasta
revisdo de literatura, novos estudos devem ser realizados para avaliar o perfil de
susceptibilidade dos micro-organismos quando associados e o0 potencial
antimicrobiano dos peroxidos frente a biofilme multiespécies. Este € um fator
importante, considerando a grande aceitacdo desse tipo de higienizador devido a
facilidade de uso, principalmente em casos de idosos dependentes,
imunocomprometidos e pacientes com maior debilidade e dependéncia funcional,
gue sao mais vulneraveis ao desenvolvimento de quadros infecciosos e, portanto,
necessitam de maior atencdo na implementacdo de métodos rotineiros de
higienizacdo das proteses (EI-Soh et al., 2011; Guzman et al., 2012; Axe et al., 2016;
O’Donnell et al., 2016). Desta forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
efetividade antimicrobiana de higienizadores a base de peroxidos frente a biofilme
multiespécies, de C. albicans, P.aeruginsa e S. aurues, e o impacto dessas solu¢cbes
na reducdo da carga microbiana, na atividade metabdlica e no biofilme agregado,
mediante as interacdes fungo-bactérias.

As hipoteses nulas deste estudo foram que os higienizadores a base de
peréxido nado influenciariam tanto a viabilidade dos micro-organismos, mediante as
associacfes entre fungos-bactérias como também a atividade metabdlica e a

viabilidade do biofilme multiespécie
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2. PROPOSICAO

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar:

1) A efetividade antimicrobiana de higienizadores de protese a base de
peréxidos sobre biofilme multiespécies de C. albicans, P. aeruginosa e S.
aurues, por meio da contagem de Unidades Formadoras de Colbnias
(UFC).

Os objetivos especificos do presente estudo foram avaliar:

1) O perfil de suscetibilidade das espécies de C. albicans, P. aeruginosa e
S. aureus aos higienizadores a base de peroxidos, quando associadas
em biofilmes multiespécies, por meio reducédo da carga microbiana, em
Unidades Formadoras de Colbnias (UFC);

2) O perfil de suscetibilidade do biofilme multiespécies de C. albicans, P.
aeruginosa e S. aureus aos tratamentos higienizadores a base de
peréxidos alcalinos, por meio da avaliacdo da atividade metabdlica do
biofilme (Ensaios XTT);

3) A viabilidade celular do biofilme multiespécies de C. albicans, P.

aeruginosa e S. aureus, por meio de Microscopia de Epifluorescéncia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento Experimental

Para verificar a efetividade antimicrobiana das solu¢6es higienizadoras na
reducdo da carga microbiana, da atividade metabdlica e na viabilidade do biofilme
multiespécies, foram definidos os fatores de variacdo. Para a avaliacdo do impacto
na carga microbiana do biofilme multiespécies foram considerados fatores de
variacdo as cepas (3 niveis - C. albicans, S. aureus e P. aeruginosa) e as solucdes
higienizadoras (3 niveis — PBS, NitrAdine e o Fixodent). Dessa maneira, foram
utilizados 27 corpos de prova (n=9). Para a avaliacdo do impacto das solucbes
higienizadoras na atividade metabdlica (n=9) e na viabilidade (n=2) do biofilme
multiespécies foram considerados como fatores de variacdo as solucdes
higienizadoras (3 niveis — PBS, NitrAdine e o Fixodent), sendo utilizado 33 corpos de
prova. Para a confirmacao da esterelidade foram empregados 15 corpos de prova.

Dessa forma, a amostra do experimento foi composta por 75 corpos de prova.

3.2 Confeccao dos Corpos de Prova
Os corpos de prova de resina acrilica termopolimerizavel (Classico Ltda, S&o
Paulo, SP, Brasil), foram confeccionados a partir de moldes em gesso. Os moldes
foram obtidos a partir de matriz metalica circular (15 mm x 3 mm) (figura 1) incluidos
em muflas metéalicas (Jon; Jon Industria Brasileira, Sdo Paulo, SP, Brasil) .

Figura 1. A — B: Matrizes metdlicas circulares

Para a inclusdo das matrizes nas muflas (figura 2), inicialmente uma camada
de gesso pedra Tipo Il (Gesso Rio; Orlando Antdnio Bussioli ME, Rio Claro, SP,
Brasil), foi manipulado mecanicamente na propor¢cdo de 30 mL de agua para cada
100 g de p6. Cada matriz foi isolada com uma fina camada de vaselina e entédo
distribuido sobre a camada de gesso. A seguir a contra mufla foi posicionada e a

inclusdo das matrizes foi finalizada com gesso pedra Tipo lll.
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Figura 2. Matrizes inclusas em mufla

3.2.1 Prensagem

Apos a presa do gesso, as muflas foram separadas, as matrizes metalicas
removidas (figura 3A) e o gesso, isolado (Cel-Lac, SS White Artigos Dentarios, Rio
de Janeiro, RJ, Brasil) (figura 3B). A resina acrilica foi manipulada de acordo com as
instrucdes do fabricante (proporcédo po e liquido: 21 g para 7 mL) (figura 3 C-D), e
inserida na fase plastica, nos moldes (figura 3E). Em seguida, as muflas foram
levadas a prensa hidraulica (Protecni - Protecni Equip. Med., Araraquara, SP, Brasil)
para compactacdo com carga de 1200 kgf, durante 30 minutos (figura 3F).

A polimerizacao foi realizada pelo método convencional (banho de agua) em
polimerizadora automatica (Termocicler 100 - Oficina de Precisdo, Campus da USP
de Ribeirdo Preto, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), com imersdo em agua a 73 °C por 90

minutos, seguido por estagio de fervura por 30 minutos (figura 3 G-H).
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Figura 3. A — Moldes das matrizes prontos; B - Isolamento dos Moldes; C — Proporcao da
Resina Acrilica; D - Manipulacdo da Resina Acrilica; E — Insercédo da resina na mufla; F — G:
Compactacgdo da resina e H - I: Polimerizadora automatica; J - Muflas imersas na Polimerizadora

3.2.2 Desincluséo e Acabamento

Apos resfriamento da mufla em temperatura ambiente e demuflagem dos
corpos de prova, estes foram imersos em agua destilada e mantidos em estufa
(Odontobras Ind. e Com. Equip. Med. Odont. Ltda., Ribeirdo Preto, SP, Brasil),
durante 24 horas a 50 °C, para eliminacdo do monémero residual.
Os corpos de prova receberam acabamento com fresa multilaminada (Mini-
cut; Malleifer AS, Ballaiguer, Suica) (figuras 4), em micromotor de baixa rotacéo
(Dabi Atlanti, Ribeirdao Preto,SP, Brasil), para remo¢ao dos excessos.

Figura 4. A — Corpos de prova com e sem acabamento; B - Acabamento dos corpos de
prova; C — Corpo de prova apos acabamento
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3.2.3 Padronizag¢éo da Rugosidade
A rugosidade superficial (Surftest SJ-201P; Mitutoyo Corporation, Tokyo,
Japan) (figura 5 A) de cada corpo de prova foi padronizada entre 2,7 e 3,7 ym (Zissis
et al, 2000; Panariello et al., 2016) por meio de lixa d’agua n°® 150 (Norton Industria
Brasileira, Sado Paulo, SP, Brasil). Para cada lado do corpo de prova foram
realizadas trés leituras. O valor de Ra (um) foi calculado como a média das leituras
obtidas.

Figura 5. Verificacdo da rugosidade

3.2.4 Esterilizacdo dos corpos de prova
Os corpos de prova foram distribuidos aleatoriamente em grupos de 10,
colocados em Béquer com 150 mL de agua destilada e submetidos a esterilizacédo
em micro-ondas (Panasonic Perfect, 127 V; 800 W; 2450 MHz), na poténcia 8 e
tempo de exposi¢cdo de 6 minutos (Neppelenbroek, 2005; Salles et al., 2015) (figura
6).

Figura 6. Esterilizagdo dos corpos de prova

3.3 Solugdes Higienizadoras

A fim de garantir reprodutibilidade, todas as etapas a seguir foram
conduzidas em triplicata, em trés momentos distintos. Dessa forma, o biofilme foi
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cultivado em 03 corpos de prova, para cada grupo experimental, em trés semanas
sequentes.

Para a avaliacdo da efetividade antimicrobiana dos peréxidos frente a
biofilme multiespécies foram empregados dois higienizadores a base de peréxidos
(tabela 1) (figura 7).

Tabela 1. Higienizadores empregados

Higienizadores Fabricante Composicéo
MST Laboratories AG, Acido Citrico, Lauril sulfato de sddio, Lactose
NitrAdine Vaduz, monohidratada, Bicarbonato de sdédio, Cloreto
Medical Interporous (Ml) Liechtenstein de Sodio, Monopersulfate de potassio de
higrogenio.

Monopersulfato de potassio; Carbonato de
sédio; Perborato de soédio; Acido Citrico,

Fixodent Advanced Procter e Gamble TAED; Copolimero de dimeticona, Cetil
Whitenning CoCincinnati/ dimeticona-copoliol; Copolimero dimeticona
(FX) Ohio/USA Sorbitol; Lauril Sulfoacetato de sodio; EDTA
tetrassddio, amido de milho modificado e

celulose.

NITRADINE
Patented disinfecting formula
Disinfecting tablet for

dentures and removable ¢
dental appliances 3

‘36 TABLETS  SE£ BACK FOR INPORTANT PERSULFATE ALLERGY INFORMATION

-

3.3.1 Avaliacéo do pH dos higienizadores
O pH das solugdes higienizadoras foi aferido utilizando pHmetro de bancada
(PHS-EE, PHTEK, Curitiba, PR, Brasil). As leituras foram feitas durante o tempo de
imersdo recomendado pelo fabricante em temperatura morna (37° + 2° C). A cada
leitura de pH o eletrodo foi lavado abundantemente com agua deionizada e seca

com gaze estéril.

3.4 Biofilme
Como revelador/indicador da eficacia dos higienizadores frente a biofilmes

multiespécies, foram utilizadas trés cepas microbianas (tabela 2), comumente
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encontradas na boca e em proteses dentarias e frequentemente associadas (Peter
et al., 2010; Kart et al., 2014; Donell et al., 2016). As cepas foram obtidas da colecdo
do Laboratdrio de Reabilitacdo Oral da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto
da Universidade de Sao Paulo. Toda a manipulacado, envolvendo as cepas, foi feita
em camara de fluxo laminar (Pachane, Pa 400-ECO, Piracicaba, SP, Brasil)

asseéptica.

Tabela 2. Cepas microbianas empregadas

Micro-organismos Identificacdo Caracteristicas Morfotintoriais
Candida albicans (Ca) ATCC 10231 Leveduras
Staphylococcus aureus (Sa) ATCC 25923 Cocos gram-positivos
Pseudomonas aeruginosa (Pa) ATCC 27853 Bacilos gram-negativos

3.4.1 Preparacdo do In6culo

Para o preparo do inoculo, os micro-organismos C. albicans, S.aureus e
P.aeruginosa foram descongelados e semeados individualmente em placa de Petri
contendo meio de cultura Agar Brain Heart Infusion (BHI) (HiMedia Laboratories Pvt.
Ltda. Mumbai, india) e incubadas a 37 °C durante 24 horas (figura 8 A-D). Ap0s esse
periodo uma colénia de cada espécie foi transferida, por meio de uma alca
microbiolégica, para o caldo de cultura Brain Heart Infusion (BHIB) (HiMedia
Laboratories Pvt. Ltda. Mumbai, india) (figura 8 E-l) e cultivada durante o periodo de
16 a 20 horas a 37°C (figura 8J), a fim de obter células em fase de crescimento
exponencial. Apds a incubacdo as células foram centrifugadas a 4.000 g por 5
minutos (Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha. Modelo: 5810R) (figura 8 L-M) e
lavadas duas vezes com solugcdo Phosphate buffered saline (PBS) estéril. As células
lavadas foram ressuspensas em PBS e a concentracéo celular foi padronizada.

A concentracdo de 10° UFC/mL de S. aureus e P. aeruginosa foi
padronizada, individualmente, pela leitura da absorbancia de 0,08 e 0,120,
respectivamente, a 625nm por meio de espectofotometria (Multiskan GO, Thermo
Scientific Multiskan® Spectrum, MA, EUA) (Leite et al., 2014) (figura 8N).

A determinacdo da concentracdo de C. albicans foi realizada por meio de
contagem em camara de Neubauer (HBG, Giel3en, Germany), para maior precisao,
devido a morfologia variavel do género. A camara de Neubauer contém uma lamina
grossa para uso em microscopio otico, uma depressdo no centro e duas camaras,

com linhas perpendiculares dividindo essas camaras em quadrantes. Cada
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quadrante € destinado a contagem de células, por unidade de volume de uma
suspensao. O quadrante de maior divisdo é destinado as células maiores, onde se
realiza a contagem das leveduras. O volume de cada quadrante é 0,0001 mL. Sendo
assim, a contagem de células torna-se viavel.

A contagem foi realizada a partir de 10 pL de suspensido da levedura
observados ao microscopio 6Otico (Axio Observer Al, Carl Zeiss, Jena, Germany).
AplOs obtencdo do numero total nos 4 quadrantes periféricos, o céalculo da

concentracéo de C. albicans (por mL) foi feito da seguinte forma:

N: nimero total de células

_ 4 .
N= % x10"x D, sendo: C: contagem de células nos 4 quadrantes periféricos

D: diluicdo utilizada

A inoculagéo do meio foi realizada com a padronizacao da concentracao de
10° células/mL de C. albicans. Para confirmacdo da concentracdo celular, aliquotas
de todos os micro-organismos foram semeadas em placas de Petri e incubadas para

posterior contagem das colénias.
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Figura 8. A — Coleta de Micro-organismo; B- Semeadura no meio BHI; C — Placa de Petri apés a
semeadura da colbnia; D- Incubacdo das placas em estufa; E— Placas com as colbnias e o meio de
cultura para o preparo do inoculo; F — G : Coleta da colonia e inoculagdo do meio, H: Agitagédo do
meio contaminado, | - Meios contaminados; J — Meios inoculados na estufa ; L - Centrifugacdo dos
meios ; M — Meio apds a centrifugacdo ; N — Amostra para a leitura de absorbancia; O — Colocacéo

3.4.2 Desenvolvimento do Biofilme Multiespécies

O biofilme multiespécies foi formado em placas de cultura pré-estéreis de 12
pocos (Techno Plastic Products, Trasadingen, Suica) de acordo com a metodologia
descrita por Kart et al. (2014). Primeiramente, os corpos de prova foram distribuidos
aleatoriamente e individualmente nos pogos. A seguir, receberam 2mL de BHIB
suplementado com 5% albumina de soro bovino (BSA) (Sigma-Aldrich, Saint. Lois,
Missouri, EUA) e inoculado com 10°UFC/mL de S. aurues, 10° UFC/mL de P.
aeruginosa e 10° UFC/mL C. albicans (figura 9A). As placas foram incubadas por 4

h a 37 °C sob agitacdo de 75 rpm, em estufa bacteriolégica (Incubadora Shaker,
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Mod. CE-320, CienLab, Campinas, SP, Brasil), para a aderéncia dos micro-
organismos aos corpos de prova (figura 9B).

Apos a fase de aderéncia, cada corpo de prova foi cuidadosamente
removido e lavado, duas vezes, por inser¢cdo suave em novos poc¢os contendo 2 mL
de PBS estéril, a fim de remover os micro-organismos ndo aderidos e os metabolitos
(figura 9 C-D) gerados. Em seguida, 2mL de BHIB estéril suplementado com 5% de
BSA foram adicionados a cada poco, com o objetivo de fornecer nutrientes para o
crescimento e maturacao do biofilme. As placas foram novamente incubadas a 37°C

sob agitacao, durante 20 horas (figura 9E).

Figura 9. A — Contaminag¢do dos corpos de prova; B — Placas com os corpos de prova
contaminados na estufa; C — Lavagem dos corpos de prova apés fase de aderéncia; D-
Colocacdo de meio de cultura para a maturacdo do biofilme; E— Biofilme apés 20 horas na
estufa

Decorrido o tempo de maturacdo, os corpos de prova foram levados a
camera de fluxo laminar, onde foram retirados das placas e transferidos para uma
cesta de aco inoxidavel estéril (6 mm comprimento x 3 mm de largura e 2 mm de
altura), com 6 reparticées de 2,0 x 1,5mm (figura 10), por meio de uma pinca estéril,

para a realizacéo do protocolo de higienizacdo (Paranhos et al., 2009).
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Figura 10. Cesta de ac¢o inoxidavel com reparticbes

3.5 Imerséo nas solucgdes higienizadoras
Para cada cesta contendo os corpos de prova foram adicionados 0s

higienizadores a serem testados, seguindo as recomendacdes de cada fabricante
(figura 11 A-C). Os corpos de prova foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes
grupos (n=3):
1) Grupo CP (Controle positivo): PBS estéril em temperatura ambiente (23
+ 2 °C), por 15 minutos;
2) Grupo MI: 150 mL de agua destilada esterilizada (morna: 37 + 2 °C) e
01 pastilha efervescente do higienizador NitrAdine, por 15 minutos;
3) Grupo FX : 150 mL de agua destilada esterilizada (morna: 37 + 2°C) e
01 pastilha efervescente do higienizador Fixodent Advanced Whitening,

por 15 minutos.

Figura 11. A — Cesta com corpos de prova imersa em PBS; B — Cesta com 0s
corpos contaminados imersas na solucéo higienizadora Fixodent; C — Cesta com
0s corpos contaminados imersas na solucdo higienizadora NitrAdine




Material e Métodos | 59

Decorrido o periodo de imerséo, foi realizada a lavagem dos corpos de prova
transferindo as cestas para outros béqueres com 150 mL de agua destilada por 5
minutos. A seguir, os corpos de prova foram enxaguados com agua destilada esteéril
por mais trés vezes sequenciais, com o objetivo de remover possiveis resquicios das

solugdes higienizadoras utilizadas.

3.6 Unidades Formadoras de Colonias

Apoés o0 enxague, cada corpo de prova foi entdo, transferido para um tubo de
ensaio de vidro contendo 10 mL de caldo Letheen (HiMedia Laboratories Pvt. Ltda.
Mumbai, india), para avaliagdo do nimero de Unidades Formadoras de Colbnias
(UFC/mL). Os tubos de ensaio contendo o corpo de prova foram mantidos por 10
minutos em cuba de ultrassom (Altsonic, Clean 9CA, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) a 40
KHz e 200 W, visando o desprendimento das células microbianas residuais (figura
12 A).

Em seguida, para a semeadura, cada tubo de ensaio foi individualmente
agitado em agitador mecéanico (Phoenix® — AP56, Ind. E Com. de Equip. Cientificos
Ltda, Araraquara, SP, Brasil), durante 15 segundos e uma aliquota de 25 uL da
suspensao foi semeada (10°) em placa de Petri, contendo os meios de cultura
especificos (tabela 3, Apéndice |) (figura 12 B-C). Em seguida, outra aliquota de 25
ML da suspensao foi transferida para um microtubo (Axigen, Corning, Nova York,
EUA) contendo 225 pL de PBS para a obtencdo da diluicdo 10°. A partir desta
diluicdo obteve-se as outras diluicdes seriadas de 10° e 10°3. Cada diluicdo foi
transferida a placa de Petri, nos respectivos quadrantes, e espalhada com auxilio de
uma alca Drigalski (figura 12 D). Ao final, as placas foram incubadas durante 24 a 48
horas a 37 °C.

Tabela 3. Meios de cultura especificos empregados para cada cepa microbiana

Micro-organismos Meios de cultura especificos
C. albicans (Ca) CHROMagar Candida (Difco Laboratories Inc., Detroit, Michigan USA)
S. aureus (Sa) Manitol Salt Agar (Kasvi, Padua,Veneto, Italia)

P. aeruginosa (Pa) Agar Cetrimide (Acumedia, Lamsing, Michigan USA)
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Figura 12. A — Tubos contendo os corpos de prova no ultrassom; B — Tubo de
ensaio apds agitacdo para a coleta da aliquotas para a semeadura; C — Aliquotas
preferentes a cada diluicdo; D — Semeadura de cada dilui¢éo.

Depois do periodo de incubacdo, com o auxilio de uma lupa estereoscépica
(Nikon, Modelo 86786, Tékio, Japdo), o numero de coldnias de cada placa foi
contado. Para o célculo das UFC/mL para cada micro-organismo analisado, foi
considerada a diluicio em que o numero de UFC variou entre 1 e 300 colbnias,

utilizando a seguinte férmula:

UFC/mI= n° de coldnias x 10", sendo: n: valor absoluto da diluicdo (0, 1, 2 ou 3);
q g: quantidade, em ml, pipetada para cada

diluicdo auando da semeadura.

Apos finalizarem as semeaduras, 0s tubos de ensaios contendo 0s corpos
de prova foram mantidos incubados a 37 °C por até 14 dias para avaliagdo da
esterilidade.

3.7 Atividade metabdlica do biofilme
Para a avaliacdo da atividade metabdlica dos micro-organismos apos a
imersdo nas solugdes higienizadoras foi realizado o ensaio de redugédo do sal de
tetrazolio XTT [2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida]
(Sigma-Aldrich), segundo o protocolo utilizado por Silva et al. (2008).
Este ensaio é baseado na habilidade de enzimas metabolicamente ativas
converterem o XTT (cor amarela) em Formazan (cor laranja), o qual posteriormente

€ mensurado em espectrofotdmetro.
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Inicialmente, o XTT foi dissolvido em solugcdo de PBS a uma concentragao
final de 1 mg/mL. A solucéo foi filtrada em filtro de 0,22 pm (SartoriusStedimBiotech,
Gottingen, German) e armazenada em refrigerador a -70 °C até o uso. A solucéo de
Menadiona (Sigma-Aldrich) foi preparada a concentracdo de 0,4 mM, em acetona,
imediatamente antes de cada ensaio. Para cada ensaio, a solucdo de XTT foi
descongelada e misturada com a solugéo de Menadiona a uma razao de volume de
20:1.

Apoés formacdo do biofiime e aplicacdo dos protocolos de higienizacédo,
conforme descrito anteriormente, trés corpos de prova de cada grupo experimental
foram transferidos a uma nova placa de cultura de 12 pocos. Em seguida, 948 pL de
PBS suplementado com 100mM de glicose (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 240
puL de XTT e 12 pyL de Menadiona foram adicionados a cada poco. As placas, entéo,
foram cobertas com folha de aluminio e incubadas na auséncia de luz a 37 °C
durante 2 horas.

Decorrido o tempo de incubacdo 100 uL do produto da degradagao do XTT
(sobrenadante) (figura 13A) foi transferido para placas de 96 pocos (figura 13B). A
quantificacdo foi feita em triplicata, por meio de espectrofotometria a 492 nm,
utilizando um leitor de microplacas Multiskan GO (Thermo Scientifc, Waltham, MA,
EUA). Conforme descrito anteriormente, esta etapa foi realizada em triplicata, em
trés momentos diferentes.

As médias das alteracdes colorimétricas (em Unidades de Absorbancia)
foram registradas. Cada placa possuia 03 pogos “branco” (PBS com glicose + XTT +
Menadiona), representando “o valor zero” para as quantificagbes. Desta maneira, a
meédia dessas leituras foi subtraida das médias das leituras experimentais. A fim de
averiguar a reacdo de reducdo do XTT, um controle positivo (CT) contendo 108

UFC/mL de Candida albicans, foi conduzido simultaneamente.


https://www.google.com.br/search?biw=1333&bih=658&q=waltham+estados+unidos&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgwsHnxCXfq6-gVFBiYFJmhIHiJ1RZWyqpZWdbKWfX5SemJdZlViSmZ-HwrHKSE1MKSxNLCpJLSqOTrJTr_LQiUhepCm0SNrp05LJydkARbXCYWEAAAA&sa=X&ei=JSsnVZuwDMeVNvOdgeAC&ved=0CJEBEJsTKAEwDw
https://www.google.com.br/search?biw=1333&bih=658&q=massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgysHnxCXfq6-gVFBiYFJmhIniG2abV6cpKWVnWyln1-UnpiXWZVYkpmfh8KxykhNTCksTSwqSS0q9qnfeleq9_H1E1f-1d6TXRQyMUfnGgCv4IEaYgAAAA&sa=X&ei=JSsnVZuwDMeVNvOdgeAC&ved=0CJIBEJsTKAIwDw
https://www.google.com.br/search?biw=1333&bih=658&q=estados+unidos&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgysHnxCXfq6-gVFBiYFJmhIniG2ZbF5uoKWVnWyln1-UnpiXWZVYkpmfh8KxykhNTCksTSwqSS0q1lxvoPFYerfyoeQJgonqr3ln3xZnAQAyIel9YgAAAA&sa=X&ei=JSsnVZuwDMeVNvOdgeAC&ved=0CJMBEJsTKAMwDw
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Figura 13. A — Produto de degradacédo do XTT apés a incubacao da placa; B — Placa de
micro titulag&o para leitura em espectrofotdmetro
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3.8 Viabilidade do Biofilme

A microscopia de epifluorescéncia baseia-se na excitagdo de moléculas com
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radiacdo de baixo comprimento de onda, resultando na emissédo de radiacdo de
maior comprimento de onda (Webb et al., 2013). Para identificacdo das células vivas
e mortas nas superficies dos corpos de prova, foi utilizado o kit Live/Dead®
BacLight™ (Invitrogen, Eugene, OR, USA), contendo corantes especificos com
propriedades fluorescentes.

Apods formacdo do biofilme e aplicacdo dos protocolos de higienizagao,
conforme descrito anteriormente, 2 corpos de prova de cada grupo experimental
foram transferidos a uma nova placa de cultura de 12 pocos. Para o preparo do
corante, foram adicionados 2,5 pL da solugdo do componente A (Syto 9 — verde) e
2,5 pL da solugcdo do componente B (lodeto de propideo — vermelho) a 15 mL de
PBS. Em seguida, sobre a superficie do corpo de prova foram adicionados 1,5 mL
dessa mistura. Os corpos de prova foram entdo incubados em ambiente protegido
de luz e a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Decorrido o tempo de incubacdo, os corpos de prova foram lavados com
PBS por 1 minuto e observados em Microscopio de Fluorescéncia (Axioskop Il, Carl
Zeiss, Oberkochen, Alemanha) (figura 14A) com filtros apropriados, ou seja, o FITC
para evidenciacdo de todas as células presente no biofilme (em verde) (figura 14B) e
o RHOD para evidenciagao das células mortas (em vermelho) (figura 14C).
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Figura 14. A — Microscépio de Epifluorescéncia; B — Posicionamento do corpo
de prova com o filtro FITC; C — Posicionamento do corpo de prova com o filtro
RHOH

Foram avaliados 10 campos para cada corpo de prova (n=2), sendo duas
imagens para cada campo observado (01 verde e 01 vermelho), totalizando entéo,
40 imagens de cada situacao experimental.

A quantificagdo foi realizada a partir do calculo do numero de pixels,
conforme descrito por Mesquita et al. (2011) e Dias et al. (2013) (fluxograma 1).
Inicialmente, as imagens originais, foram tratadas utilizando o software Adobe
Photoshop (versédo 14 64-bit) a fim de reduzir o background e as sombras. Em
seguida, as imagens foram convertidas em imagens limpas em formato binéario (preto
e branco) em que o branco representa a area marcada pelo corante por meio do
software ImageJ 1.45s para calcular a area da regido corada (verde ou vermelho) e

a area total da imagem (figura 15 A-l).
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Fluxograma 1. Analise das Imagens da Microscopia de Epifluorescéncia

Microscopia Epifluorescéncia

Imagem Obtida na Microscopia

Filtro FITC

Evidenciacao de todas as células
presente no biofilme

Filtro RHOD

Evidenciacao das células mortas
presente no biofilme

Pré - tratamento

Software Adobe Photoshop }

Reduzir 5 >
Background et ¥
Sombras | o™
PR
o .

Calculo das Areas

Imagem do Adobe Photoshop }

Software ImageJ 1.45s

Converte }

Formato Binario

Calculo Area clara }
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Figura 15. Sequencia da andlise das areas do Biofiime: A, D e G — Imagens obtidas pela
microscopia; B, E e H — Imagens Software AdobePhotoShop e C, F e | — Conversdo em

Imagens Binarias pela ImageJ
)

A partir da quantificacdo das fotos originalmente marcadas em verde foi
calculado o biofilme total aderido ao corpo de prova (%). E para o célculo do
percentual de células vivas no biofilme aderido ao corpo de prova, as células mortas
(marcadas em vermelho) foram subtraidas do biofilme total, seguindo as seguintes

formulas:

Area Torar (%) = A}REA CLARA x 100
AREA TOTAL

Area viva (%) = Area clara (roro veror) — Area clara (roro vermeina) X 100
Area Total
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3.9Anélise Estatistica

Por se tratar de varidveis continuas, os dados do parametro microbiolégico
(incidéncia das espécies) obtido em relacdo ao tipo de solucdo higienizadora
utilizada foram submetidos a analise de normalidade e homogeneidade para
definicdo da analise estatistica pertinente. Para tanto, foi utilizado o software I1BM
SPSS Statistics 20.0 (IBM Corp Armonk, NY, EUA).

Os valores de UFC/mL foram transformados de acordo com a formula
log1o(UFC/mL+1). Verificada a distribuicdo ndo normal dos dados (Teste de Shapiro-
Wilk) para as variaveis de UFC/mL, Unidades de Absorbancia e Percentual de Area,
empregou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn
(«=0,05). Para comparacdo entre os dados vinculados (Percentual de area de
células vivas e totais) empregou-se também o teste ndo paramétrico de Wilcoxon.

O teste de Anova e pos-teste de Tukey foi empregado para a analise da
varidvel de UFC/mL para C. albicans, uma vez que apresentaram distribuicdo

normal.



4. Resul’cados
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4 RESULTADOS

4.1 Analise de esterilidade
A Tabela 4 apresenta os resultados da turvacdo dos meios de cultura dos
tubos de ensaio contendo os corpos de prova apds a imersdao nas solucdes
higienizadoras e posterior incubacéo.

Tabela 4. Turvacdo dos tubos de ensaio contendo os corpos de prova apdés a imersdo em
solucdes a base de peroxidos alcalinos e incubacéo

Tubos com os corpos de prova

Grupos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10*  11* 12 13* 14*
cp + + + + + + + + + - - - - -
MI + + + + + + + + + - - - - -
FX + + + + + + + + + - - - - -

CP (Controle Positivo), FX (Fixodent). MI (NitrAdine, Medical Interporous); * CN (Controle Negativo: avaliagdo da
esterilidade), (+): indica turvacéo do meio, (-) indica auséncia de turvagao.

Os resultados mostraram turvacdo dos meios de cultura para todos os
grupos experimentais e grupo controle positivo (CP), indicando crescimento do
biofilme multiespécies avaliado. A esterilidade dos corpos de prova do grupo CN foi

comprovada pela auséncia de turvacao.

4.2 Avaliacao do pH e peso de cada higienizador

Tabela 5. Avaliacdo do peso de cada pastilha e pH de cada higeinizador
Peso de cada

Higienizadores pH (37 + 2°C)

Pastilha (g)
NitrAdine
Medical Interporous (MI) 1969 33
Fixodent Advanced Whitenning 246 g 9.5

(FX)

4.3 Analise da atividade antimicrobiana das soluc¢des higienizadoras

Os dados originais da contagem total de UFC/mL estdo apresentados no
Apéndice Il (Tabelas Il -2 a Il - 4). As tabelas 6 a 8 mostram as leituras do total de
UFC/mL, apés transformagdo em log (UFC +1), para cada micro-organismo do
biofilme avaliado apés a imersdo em cada uma das soluc¢des higienizadoras, sendo
calculado a média e desvio padréo para C. albicans, que apresentou distribuicéo
normal e mediana e intervalo de confianga para P. aeruginosa e S. aureus que
apresentaram distribuicdo ndo normal.
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Tabela 6. C.albicans - Total de UFC/mL, em log,o (UFC +1)

Espécimes Grupo CP Grupo FX Grupo Ml

1 3,79 3,97 1,61

2 4,67 2,74 2,50

3 4,33 1,90 0,00

4 2,30 2,92 1,61

5 3,47 2,08 1,61

6 3,63 1,61 3,43

7 4,54 3,81 3,01

8 4,92 3,55 1,61

9 4,91 4,03 3,77
Média 4,06 2,96 2,13
Desvio Padrao 0,85 0,94 1,17

Tabela 7. P. aeruginosa - Total de UFC/mL, em log;q (UFC +1)

Espécimes Grupo CP Grupo FX Grupo Ml
1 6,35 3,80 0,00
2 6,59 2,08 0,00
3 5,76 2,20 0,00
4 6,24 0,00 0,00
5 6,65 2,96 4,03
6 6,43 4,43 0,00
7 6,50 5,50 0,00
8 6,71 3,12 0,00
9 5,62 2,60 3,30
Mediana 6,43 2,96 0,00

(Intervalo de

Confianca) (6,02, 6,61) (1,76; 4,17) (-0,43; 2,06)

Tabela 8. S.aureus - Total de UFC/mL, em log,o (UFC +1)

Espécimes Grupo CP Grupo FX Grupo Ml
1 5,00 1,90 4,83
2 5,66 3,21 3,59
3 5,61 0,00 3,54
4 5,67 0,00 1,90
5 6,72 3,33 3,22
6 5,43 3,86 3,38
7 5,86 0,00 4,80
8 6,78 0,00 3,76
9 6,06 3,10 3,79
Mediana 5,67 3,59 1,90

(Intervalo de

Confianca) (541,6,31) (2,97; 4,31) (0,40; 3,01)
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A Tabela 9 apresenta os resultados e a andlise estatistica para logig VF<*%

(C. albicans, P. aeruginosa e S. aureus), para as solucdes higienizadoras avaliadas.

Tabela 9. Valores de UFC/mL em log 10 (UFC + 1) e do teste Kruskal-Wallis

Micro-organismos

Grupos
C. albicans* P. aeruginosa** S. aureus**
cP 4,02 (0,85)% 6,43 (6,02; 6,61)° 5,67 (5,41; 6,31)
FX 2,96 (0,94)* 2,96 (1,76; 4,17)" 3,59 (2,97; 4,31)°
MI 2,13 (1,17)° 0,00 (-0,43; 2,06)" 1,90 (0,40; 3,01)"
Valor de P 0,002 <0,001 <0,001

CP (Controle Positivo), FX (Fixodent). Ml (NitrAdine, Medical Interporous); *Média (desvio padrdo) — ANOVA e
pos teste de Tukey; *Medianas (intervalo de confianca 95%) — Kruskal-Wallis e pds teste de Dunn; °Para cada
coluna, letras iguais indicam semelhancas estatisticas (p > 0,05).

Os resultados mostraram diferenca significativa entre os grupos [Ca
(p=0,002), Pa (p<0,001) e Sa (p<0,001)] havendo reducéo significante do niamero de
UFC/mL de C. albicans (Grupo M), de P. aeruginosa (Grupos FX e Ml) e S. aureus
(Grupo FX e MI), quando comparados ao grupo controle.

A Figura 16 ilustra o crescimento das unidades de col6nias microbianas do
biofiime, obtidas para leitura e célculo das UFC/mL, apdés a imersdo nos

higienizadores.
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Figura 16. A — Placas de Manitol Salt de S. aureus, B — Placas de ,CHROMagar de C.
albicans, C — Placas de Cetrimide de P.aeruginosa; | — Crescimento do Grupo Controle,
Il — Crescimento apds a imersao em solucédo higienizadora.

4.4 Avaliacdo da atividade metabdlica
Os dados originais de cada uma das leituras da Absorbancia do XTT do
Biofilme Multiespécies, estdo apresentados no Apéndice Il (Tabelas Il -5 all - 8). A
analise da eficacia antimicrobiana das solucBes higienizadoras na reducdo da
atividade metabdlica do biofilme multiespécies encontra-se descrita a seguir, de
acordo com a leitura colorimétrica. Os dados de leitura média de absorbancia de

cada corpo de prova apés a subtracdo do branco sdo apresentados nas tabelas 10.
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Tabela 10. Absorbancia no ensaio de XTT do biofilme misto para as solucdes

Espécimes Grupo CP Grupo FX Grupo Ml
1 0,063 0,002 0,016
2 0,050 0,085 0,001
3 0,037 0,000 0,000
4 0,141 0,029 0,002
5 0,094 0,039 0,000
6 0,121 0,000 0,000
7 0,068 0,000 0,000
8 0,039 0,030 0,000
9 0,102 0,000 0,001
Mediana (Intervalo de 0,068 0,001 0,000
Confianga) (0,046; 0,190) (-0,006; 0,058) (- 0,002; 0,066)

A Tabela 11 apresenta as comparacdes estatisticas entre as solugdes.

Tabela 11. Analise comparativa das Unidades de Absorbancia (XTT) em relacéo as
solucdes higienizadoras avaliadas.

Grupos 103 AU (unidades de absorbéancia) *
cP 0,068 (0,046 — 0,190)%
FX 0,001 (-0,006 — 0,058)"
M 0,000 (- 0,002 — 0,066)°
Valor de p <0,001

CP (Controle Positivo), Ml (NitrAdine, Medical Interporous); FX (Fixodent); *Medianas
(intervalo de confianga 95%) - Kruskal-Wallis e pds teste de Dunn; ®para cada coluna, letras
iguais indicam semelhancas estatisticas (p > 0,05).

Figura 17. Andlise comparativa das Unidades de Absorbéncia (XTT) em relacdo as
solu¢des higienizadoras avaliadas
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A Figura 17 mostra que a imerséo nas solucdes a base de peroxidos reduziu
significativamente a atividade metabdlica do biofilme multiespécies (p=0,001),
guando comparadas ao Grupo Controle, sem diferenca significante entre elas
(p=0,883).

4.5 Avaliacao da viabilidade do biofilme
Os dados originais referentes a cada uma das areas do biofilme multiespécies

como os percentuais de cada area, apos a imersdo nas solucdes higienizadoras estéao
apresentados no Apéndice Il (Tabelas Il - 9 a Il - 11). A Tabela 12 apresenta 0s

resultados da viabilidade do biofilme apds a exposicao as solu¢des higienizadoras.

Tabela 12. Viabilidade do biofilme multiespécies — Area Viva e Total do biofilme (um?) e o Percentual
das Areas (%), ap0s imersdo nas solucoes.

Grupo CP Grupo FX Grupo Ml
Area Viva/ _ A_rea do Area Viva/ _ A_rea do Area Viva/ _ /-\_rea do
A.rea Total Biofilme/ Area Area Total Biofilme/ Area Area Total Biofilme/ Area
imagem . Total da imagem (%) . Total da imagem . Total da
(%) imagem (%) imagem (%) (%) imagem (%)
1,83 91,36 0,00 74,15 8,61 80,27
1,70 82,52 9,17 61,91 18,93 78,72
0,00 83,26 5,33 85,09 21,84 81,07
16,74 96,96 2,14 77,36 29,76 80,61
28,07 85,93 0,00 72,14 28,11 73,59
29,29 85,69 25,78 86,45 22,06 76,72
13,26 97,76 8,07 73,81 5,23 66,88
0,00 65,14 0,00 57,63 31,39 83,55
7,78 92,20 7,81 80,78 0,00 68,02
0,33 90,20 6,28 88,37 18,36 86,08
11,88 93,02 6,62 82,68 0,00 67,09
17,95 92,74 17,69 86,39 20,08 78,12
26,76 97,82 6,35 85,30 41,64 94,29
12,92 93,27 0,00 87,37 0,00 90,93
15,51 91,48 8,69 87,78 5,33 82,31
27,61 93,25 3,37 86,29 0,00 73,76
34,53 90,11 0,00 84,46 0,00 46,24
15,36 93,60 10,77 97,97 9,85 89,56
7,60 91,06 26,42 91,87 11,96 69,82
21,43 88,90 18,60 88,77 0,00 58,00

A Tabela 13 apresenta o0s resultados estatisticos da efetividade
antimicrobiana das solugdes higienizadoras sobre a reducdo da viabilidade do

biofilme multiespécies.
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Tabela 13. Percentual de Area- Medianas (e intervalo de confianca 95%) e valores do teste

GruUpos Biofilme Multiespécies* Valor de P***
P Area Viva Area Total (Wilcoxon)
CP 14,31 (9,44; 19,61)** 91,42 (86,44, 93,18)* <0,001
FX 6,48 (4,34; 11,96)* 85,19 (77,23; 86,42)° <0,001
MI 10,90 (7,68; 19,63)* 78,42 (70,91; 81,65)° <0,001
*%
Valor de P 0.166 <0,001

(Kruskal-Wallis)

CP (Controle Positivo), Ml (NitrAdine, Medical Interporous); FX (Fixodent); *Medianas (intervalo de confianca
95%); **Kruskal-Wallis e p6s teste de Dunn; ®para cada coluna, letras iguais indicam semelhancas estatisticas
(p > 0,05); ** Wilcoxon; *Indica diferenca significante entre a area viva e a &rea total do biofiime .

Os resultados mostraram que os higienizadores ndo conseguiram remover
todas as células mortas do biofilme multiespécies (% area de biofilme total # % area
de biofilme vivo), durante o tempo de imersdo recomendado pelo fabricante. Além
disso, os higienizadores ndo conseguiram eliminar todas as células presentes no
biofilme, sendo observadas células vivas remanescentes para todas as solucdes
higienizadoras avaliadas. Houve reducéo significativa da area total do biofilme ap6s
a imersdo nos higienizadores a base de peréxidos, quando comparados ao grupo
controle (p<0,001). Quando comparados as areas de biofilme vivo com as &reas de
biofilme total, pelo teste de Wilcoxon, pode-se observar diferencas entre as areas do
biofilme multiespécies apés a imersao nas solucdes avaliadas.

A Figura 18 ilustra os resultados da viabilidade do biofilme multiespécies
apos a imerséao nas solucdes higienizadoras, obtidos pela andlise da Microscopia de
Epifluorescéncia.
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Figura 18. Imagens da Microscopia de Epifluorescéncia, I: Sobreposicao das Areas Vivas e Mortas
do Biofilme Multiespécies; Il: Area Total do Biofilme Multiespécies e Ill: Area Morta do Biofilme
multiespécies. A - apds a imerséo em PBS; B - apés a imersao em FX; C - apés a imersao em N.
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5 DISCUSSAO

As hipoteses nulas deste estudo foram rejeitadas uma vez que o0s
higienizadores a base de perodxidos influenciaram a reducdo da carga microbiana
total, bem como, a atividade metabdlica e viabilidade do biofilme; embora, nenhum
dos higienizadores tenha conseguido eliminar todas as células e remover
completamente as células mortas.

A cavidade oral € um ambiente constantemente exposto a micro-organismos
oportunistas, que sdo mantidos sob controle pelo sistema imunoldgico (Sumi et al.,
2002; Coulthwaite et al., 2007; Coco et al., 2008; Glass et al., 2010; Kossion et al.,
2011; O’Donnell et al., 2015; Zago et al., 2015). Esses micro-organismos formam
biofilmes como estratégia de sobrevivéncia podendo tanto se desenvolver em
superficies bidticas como abioticas (Chandra el al., 2001; Baena-Monroy et al., 2005;
Coenye et al., 2008, Azevedo et al., 2012). A presenca desses biofilmes associada a
precariedade da higiene oral pode contribuir para o desenvolvimento de diversas
patologias (O'Toole et al., 2000; Donlan, 2002; Azeredo e Sutherland, 2008), tal
como a Estomatite Protética (Arendorf; Walker, 1987; Barbeau et al., 2003; Coelho;
Souza; Daré, 2004; Kossion et al., 2011; O’Donnell et al., 2016, Badaro et al., 2017).

A adocédo de préaticas de higiene diarias que envolvam associacdo entre o
métodos mecanicos e agentes quimicos pode contribuir para reduzir o risco de
infeccbes recorrentes e persistentes, principalmente em pacientes idosos (Ramage
et al., 20004; Ramage et al., 2012; O’Donnell et al., 2016). Entretanto, levando em
consideracdo a complexa arquitetura dos biofilmes, em decorréncia do grau de
maturacdo, torna-se fundamental que esses higienizadores apresentem acéao
antimicrobiana (Nikawa et al., 1999; Kiesow et al., 2016). Nesse sentido, 0s objetivos
desse estudo foram avaliar a efetividade antimicrobiana dos higienizadores a base
de peroxido frente a biofilme multiespécies e o impacto desses higienizadores na
reducdo da carga microbiana, atividade metabdlica e biofilme agregado mediante a
interacdes fungo-bactérias.

Os peroxidos apresentam ingredientes ativos, tais como, diéxido de titanio,
lauril sulfato de sédio, acido etilenodiaminotetracético (EDTA), Tetra Acetil Etileno
Diamina (TAED) e bicarbonato de sodio que podem potencializar a efetividade
antimicrobiana desses higienizadores (Alves et al., 2011; Dhamange et al., 2012;

Coimbra et al., 2016). Moore et al. (1984) observaram que somente dois dos seis
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higienizadores apresentaram eficacia contra leveduras, o que, segundo os autores,
poderia ser explicado pela presenca de lauril sulfato de s6dio. Dhamange et al.
(2012) observaram que a presenca do lauril sulfato de sédio aumentou a capacidade
litica do higienizador Clinsodent na remoc¢éo do biofilme de Candida. O lauril sulfato
de sédio apresenta capacidade de adsorcdo e interacdo com componentes da
membrana celular dos micro-organismos, promovendo aumento da permeabilidade e
consequente lise celular (Dhamande et al., 2012; Kumar et al., 2012; Pellizarro et al.,
2012).

Sousa et al. (2009) ressaltaram que a presenca de altas concentracbes de
bicarbonato de sédio pode contribuir para a efetividade antimicrobiana desses
higienizadores. Segundo Alves et al. (2011), a presenca de acido citrico associado
ao tempo de exposicdo pode ter contribuido para a acdo do higienizador Novafix. O
acido citrico consegue quebrar as pontes de ions calcio que atuam como sitios de
ligacdo quimica para as cadeias poliméricas extracelulares (Dhamande et al., 2012).

A presenca do EDTA também vem sendo atribuida a efetividade de alguns
peréxidos (Pellizzaro et al., 2012; Coimbra et al., 2016; Paranhos, 2015). O EDTA é
um agente quelante, que causa danos na membrana celular, altera a permeabilidade
celular e facilita, assim, a agéo dos agentes antimicrobianos (Pellizzaro et al., 2012).
A associacdo do EDTA com outros ingredientes ativos, tal como o TAED, pode
influenciar a efetividade antimicrobiana dos higienizadores, embora a concentracao
seja um fator importante a ser considerado (Coimbra et al., 2016). O TAED
potencializa a reacéo do perborato de sédio, contribuindo dessa maneira, para maior
liberacdo de oxigénio ativo em menor intervalo de tempo (Celik et al., 2008).

Entretanto, a presenca de arquiteturas mais complexas, mediante a
associacdo de micro-organismos, pode dificultar o acesso de agentes
antimicrobianos dentro do biofilme (Harriot et al., 2009; Peters et al., 2010; O’Donnell
et al., 2015; O’Donnell. et al., 2016). No presente estudo, a analise de UFC/mL
demostrou efetividade dos higienizadores na reducéo da carga microbiana total do
biofilme. Pelos resultados obtidos o higienizador NitrAdine conseguiu diminuir 2 logs
de UFC/mL de C. albicans quando comparado ao grupo controle, enquanto o
Fixodent ndo apresentou acao significativa em relagcdo ao grupo controle, reduzindo
1 log a contagem de unidades formadora de C. albicans. Entretanto, de acordo com
a Associacdo Francesa de Normalizagcdo, um higienizador pode ser considerado

biocida contra as culturas plancténicas, quando resulta em pelo menos, reducéo de
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10 vezes (ou seja, uma reducao logaritmica) em numeros celulares. Segundo essa
Normalizacdo a reducéo de 4 ou 5 log € necesséria para que produto possa ser
considerado fungicida ou bactericida, respectivamente (Associacdo Francesa de
Normalizacdo, 2006). Por outro lado, segundo os estudos de Davies et al. (2004) e
Stewart et al. (2011) em biofilmes multiespécies a concentracdo de um agente
antimicrobiano tem que ser 10 a 1000 vezes maior do que a concentragao
necessaria para culturas planctoénicas.

Tanto o higienizador Fixodent como o NitrAdine causaram reducéo
significativa nos valores de UFC/mL de P. aeruginosa e S.aureus, quando
comparados ao grupo controle. O NitrAdine conseguiu reduzir em até 6 logs a
contagem de unidades formadoras de P. aeruginosa, enquanto o Fixodent reduziu
em 3 logs. Para o S. aureus pode-se observar que, embora ambos 0s higienizadores
tenham dimuido a contagem do log de UFC/mL, o higienizador NitrAdine conseguiu
reduzir em até 3 logs a contagem de unidades formadora de colbnias; enquanto o
Fixodent reduziu 1 log da mesma contagem. Nossos achados concordam com 0s
de Coimbra et al., (2016) que verificoram que dos oito higienizadores a base de
perdxidos, somente o NitrAdine apresentou acdo significativa na reducdo da
contagem de UFC/mL de C. albicans. Paranhos (2015) mostrou que dos oito
perdxidos avaliados somente o NitrAdine consegui reduzir significativamente a
contagem de UFC/mL de C. albicans.

A efetividade do NitrAdine pode ser atribuida a alguns fatores como a
férmula NitrAdine TM (Glass et al., 2004, Coenye et al., 2008 e Silva-Lovato et a.,
2010) bem como o pH da solucdo. O Nitradine TM é uma formulacdo com
propriedades de desinfec¢cdo, que apresenta alta atividade de remocéo do biofilme in
vitro contra uma variedade de micro-organismos, tais como Candida albicans,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, incluindo o tipo de MRSA, e
virus (Glass et al., 2004; Silva-Lovato et al., 2010). Além disso, nossos resultados
verificaram que o pH desse higienizador é predominantemente &cido em
temperatura morna (37° + 2°C), o que pode ter influenciado na efetividade
antimicrobiana do higienizador.

Por outro lado, o higienizador Fixodent, que apresenta pH alcalino, embora
nao tenha conseguido reduzir significativamente a quantidade de UFC/ml de C.
albicans, consegui reduzir em até 3 logs a contagem de unidades formadora de P.

aeruginosa e mais de 1 log a contagem de S. aureus. Paranhos (2015) verificou que
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esse mesmo higienizador apresentou acao intermediaria frente a reducéo
microbiana do biofilme mono espécie de C. albicans e significativa frente aos
biofilmes mono espécie de P. aeruginosa e S. aureus, entretanto, o higienizador
NitrAdine diminuiu a atividade metabdlica de S.aurues a zero. Tais divergéncias com
esse estudo podem ser atribuidas a presenca de biofilme multiespécies que,
segundo a literatura, apresenta menor suscetibilidade a agentes antimicrobianos do
gue biofilmes mono espécies (Hoffman et al., 2006; Harriott et al.,, 2009, 2010;
Simoes et al., 2010). A producdo de matriz extra polimérica pelos micro-organismos
presentes também dificulta a difusdo desses agentes no biofilme; auxiliando, dessa
maneira, o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia desses biofilmes (Donlan
& Costerton 2002; Peters et al., 2010).

Outro método utilizado para a quantificacdo da viabilidade do biofilme foi o
ensaio de XTT para a avaliacdo da atividade metabdlica do biofilme apds a
exposicdo aos agentes higienizadores. Esse método € uma complementacdo do
meétodo de quantificacdo das unidades formadoras de colénia (UFC/mL), levando em
consideracdo que este Ultimo quantifica todas as células viaveis, inclusive as de
baixa atividade metabdlica.

O higienizador NitrAdine consegui reduzir a atividade metabdlica do biofilme
multiespécies, influenciando na reducdo significativa da carga microbiana de
UFC/mL de C. albicans, S. aureus e P. aeruginosa, quando comparado ao grupo
controle. Paranhos (2015) verificou que dos oito peréxidos avaliados somente o
NitrAdine e Fixodent conseguiram reduzir significativamente a atividade metabdlica
dos biofilme mono espécies de C. albicans. Segundo o estudo, tanto o Fixodent
como o NitrAdine diminuiram significativamente a atividade metabdlica dos biofilmes
mono espécies de S. aureus e P. aeruginosa, sendo que, o higienizador NitrAdine
reduziu a zero a atividade do biofilme mono espécie de S. aureus.

Entretanto, se compararmos as metodologias de quantificacdo das unidades
formadoras de colénias com a de quantificacdo da atividade metabdlica podemos
verificar na Tabela 9 que o Fixodent apresentou acdo intermediaria frente as
espécies de C. albicans, pois provavelmente os danos causados pela imersao nesse
higienizador foram danos imediatos capazes de causar reducdo do metabolismo no
periodo de 2 horas, tempo de incubagéo para ensaio de XTT, porém nao irreversivel
0 que possibilitou que esses micro-organismos se reproduzissem apés 20 horas de

incubacdo e ndo se tornassem tdo suscetiveis ao higienizador. Nossos achados
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concordam com Panariello et al. (2016) que verificaram que a associagao entre a
escovacao e a imersao em Corega Tabs reduziu 96,2% a atividade do biofilme
multiespécies de C. albicans, C. glabrata e S. mutans em resinas utilizadas para
confeccao de prétese. Os autores relataram que a imersdo, como método Unico, em
higienizador & base de peréxido reduziu 55,3% a atividade do biofilme multiespécies
presentes na resina Lucitone e 37,1% na resina Tokuyama. Li et al. ( 2010) ao
avaliarem a eficacia antimicrobiana do higienizador Polident em biofilmes mono
espécies de C. albicans e multiespécies de C. albicans e S. mutans, em diferentes
materiais dentarios, verificaram que a eficacia variou em decorréncia da superficie e
tipo de biofilme. Os autores concluiram que os biofiimes mono espécies sdo mais
suscetiveis ao tratamento com agentes antimicrobianos.

Os dados obtidos pela microscopia de epifluorescéncia demostraram que
nenhum dos higienizadores apresentou diferenga significativa da &rea viva em
relacdo ao controle. Entretanto, tanto o Fixodent como o NitrAdine apresentaram
diferenca em relacdo area total do biofiime quando comparados ao controle. Os
resultados indicam que ambos o0s higienizadores apresentaram diferencas
significativas entre a area viva e total. O que corresponde ao fato dos higienizadores
ter diminuido o biofilme agregado, pois conseguiram matar algumas células, ainda
que, ndo tenham conseguido remové-las totalmente, no tempo recomendado pelo
fabricante.

Adicionalmente, na Figura 18 podemos observar maior predominio de
células de leveduras mortas nas imagens do higienizador NitrAdine e de bactérias
mortas nas imagens referentes aos higienizador Fixodent, confirmando os achados
obtidos pelo método de quantificacdo das unidades formadoras de colbnias. Lucena-
Ferreira et al. (2014) verificaram que a imerséo diaria em Polident diminui o total de
micro-organismos; entretanto, o niumero total de C. albicans aumentou em todos 0s
biofilmes expostos ao higienizador, sendo identificados hifas na Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) e Microscopia Confocal (MC).

O tempo de imersdo parece também ser uma das variaveis da efetividade
antimicrobiana. De acordo com Shay (2000) alguns higienizadores sdao mais efetivos
guando usados durante o periodo do sono. Segundo Coenye et al. (2008) o tempo
de exposicao ao higienizador deve ser suficientemente longo, ou seja de 10 a 15
minutos, para que o desinfetante penetre no biofiime e apresente reducdes

significativas. Jose et tal. (2010) observaram que o Steradent Active Plus foi
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significativamente mais eficaz em 10 minutos do que na imersao overnight. Iseri et
al. (2011) verificaram que o aumento do tempo (15, 30 e 60 minutos) de exposi¢cao
ao higienizador Fittydent reduziu significativamente o nimero de Candida spp ap6s
60 minutos; mas, para o Efferdent e o Polident, o tempo nao influenciou na
otimizacdo da efetividade desses higienizadores. Entretanto, Ducky et tal. (2013)
observaram que o uso, durante o sono, de higienizadores a base de peroxidos reduz
a massa e a patogenicidade do biofilme da prétese em relacdo ao armazenamento
em agua e a seco, contribuindo dessa maneira, para a saude do paciente.

Outro fator importante a ser considerado € o tipo de biofilme avaliado.
Paranhos et al. (2009) ao avaliarem o efeito dos métodos de higieniza¢cdo mecénico,
quimico e associado, em relacdo a diferentes micro-organismos (S. aureus, S.
mutans, E. coli, C. albicans, P. aeruginosa, E. faecalis, C. glabrata e C. tropicalis)
verificaram que a efetividade dos métodos depende do tipo de biofilme formado na
resina acrilica. Coimbra et al. (2016) reportaram que o potencial patogénico de cada
espécie, assim como as diferencas entre as formulacbes dos higienizadores,
classificados como peroxidos, podem influenciar a efetividade antimicrobiana desses
higienizadores. Adicionalmente, a literatura reporta menor suscetibilidade dos
biofilmes multiespécies a acdo dos agentes antimicrobianas (Harriot et al., 2009;
Peters et al., 2010; O’Donnell et al., 2015; O’Donnell. et al., 2016).

O sinergismo entre as espécies como C. albicans e S. aureus em biofilmes
multiespécies parece corroborar para a maior tolerAncia aos agentes
antimicrobianos (Zago et al., 2015). A producdo de matriz extracelular de C.
albicans sobre S. aureus promove um efeito protetor sobre esta espécie e diminui a
exposicdo aos agentes antimicrobiano, permitindo assim, um tempo maior para a
defesa desta espécie (Harriot et al., 2009).

O potencial patogénico dos biofilmes, assim como, as diferentes formulacdes
comercialmente disponiveis podem contribuir para a falta de consenso, na literatura,
sobre a efetividade antimicrobiana dos peréxidos. Estudos reportam a efetividade
antimicrobiana desses higienizadores frente a biofiimes mono espécies (Moore;
Smith; Kenny. 1984; Nakamoto et al., 1991; Gornistsky et al., 2002; Silvia 2008;
Sirnivisan et al., 2010; Lee et al., 2011; Fernandes et al., 2011; Pellizzaro et al.,
2012; Dhamande et al., 2012; Kumar et al., 2012; Ramage et al., 2012; lzumi et al.,
2016; Coimbra et al., 2016), multi-espécies (Li et al., 2010; Lucena-Ferreira et al.,

2014), assim como, recomendem 0 uso como protocolo de higienizacao rotineira de
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préteses totais (Silva-Lovato et al., 2010; Nishi et al., 2012) e para o armazenamento
da prétese durante o sono (Ducky et al., 2013; Ducky et al., 2016). Por outro lado,
outros estudos, reportam a ineficacia desses higienizadores na reducédo da carga
microbiana (Montagener et al., 2009; Lee et al., 2009; Ferreira et al., 2009; Vieira
2010; Vasconcelos, 2017).

O Dbiofilme protético representa um importante fator de risco ao
desenvolvimento da Estomatite Protética (Silvia-Lovato et al., 2010; Badaro et al.,
2017) e infeccBes sistémicas recorrentes (Maeda et al., 2007; Coco et al., 2008;
Pereira-Cenci et al.,, 2010; Peters et al., 2012; Lucena- Ferreira et al., 2014). O
presente estudo observou que os higienizadores a base de perdxidos avaliados
reduziram a atividade metabdlica do biofilme. Entretanto, a reducdo da atividade
metabdlica do biofilme, causada pelo higienizador Fixodent, ndo foi suficiente para
reduzir a viabilidade das unidades formadoras de C. albicans. Por outro lado, ambos
os higienizadores conseguiram reduzir o biofilme agregado nos corpos de prova.
Abelson (1981) demonstrou que os higienizadores Efferdent e Polident s6 foram
capazes de remover 30% do biofilme acumulado em uma prétese com higienizacao
inadequada. Nikawa et al. (1999) ressaltaram a indicacdo da literatura para a
utilizacdo de higienizadores quimicos como protocolos de higiene diario das
proteses. Nesse sentido, novas analises de biofilmes multiespécies devem ser
conduzidas para a verificacdo do uso de higienizadores a base de peréxidos como
coadjuvantes de protocolos de higienizacdo diaria, tanto em in vitro como in vivo;
considerando esses produtos alternativa mais vidvel a pacientes idosos, idosos
dependentes ou pacientes com dificuldades de realizar a higienizacdo por métodos
mecanicos, como a escovacao.

Uma das limitacbes da pesquisa foi a avaliacdo da efetividade desses
higienizadores frente ao biofilme multiespécies formados por trés micro-organismos,
em Unica imersdo, entretanto o biofilme da prétese € muito mais complexo e
diversificado (O’Donnell et al., 2015; O’'Donnell et al., 2016) necessitando de futuros
estudos para a confirmacéo desses achados. Adicionalmente, os resultados obtidos
agui devem ser visto com cautela, visto que, o estudo foi in vitro e, portanto, nao
reproduz totalmente a realidade clinica. Dessa forma, tornam-se necessarios mais
estudos, sobretudo clinico, para a validacdo do uso desses produtos em protocolos

de higiene diéarios.
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Futuras pesquisas devem também ser conduzidas para a avaliacdo do
mecanismo de acdo desses higienizadores, tendo em vista as diferentes
formulacées comercialmente existentes e os diferentes potenciais de acdo desses
higienizadores.



6.Conclus§o
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6. CONCLUSAO

Com base nas condicOes experimentais do presente estudo e de acordo

com a metodologia empregada, foi possivel concluir que:

1)

2)

3)

4)

O higienizador NitrAdine foi mais efetivo na reducédo da carga microbiana
de unidades formadoras de coldnias (UFC/mL) do biofilme multiespécies
de C. albicans, P. aeruginosa e S. aureus;

P. aeruginosa foi mais suscetivel a acdo dos higienizadores do que S.
aureus e C. albicans, quando associada em biofilme multiespécies;
Ambos os higienizadores conseguiram reduzir a atividade metabolica do
biofilme multiespécies de C. albicans, P. aeruginosa e S. aurues;

Ambos os higienizadores conseguiram reduzir o biofilme multiespécies
de C. albicans, P. aeruginosa e S. aurues agregado aos corpos de
prova, embora nenhum dos higienizadores tenha sido capaz de remover

todas as células mortas.
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APENDICE |

Meios de cultura empregados para contaminacdo e avaliacdo da

esterilidade/contaminacéo

Brain Heart Infusion Broth caldo (Acumedia, Lansing, Michigan, USA)
suplementado com 5% albumina de soro bovino (BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA) para as cepas C. albicans, S.aureus e P.aeruginosa. Modo de preparo: 37,0 g
do meio de cultura desidratado Brain Heart Infusion foram adicionados 1000,0 mL de
adgua destilada e esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos, seguindo as
instrucdes do fabricante.

Agar Brain Heart Infusion (BHI) (Kasvi, Padova, Italia), para as cepas C.
albicans, S.aureus e P.aeruginosa. Modo de preparo: 52,0 g do meio de cultura
desidratado Agar Brain Heart Infusion foram adicionados 1000,0 mL de &gua
destilada e esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos, seguindo as
instrucdes do fabricante.

Agar Cetrimide (Acumedia, Lansing, Michigan, USA): para a cepa P.
aeruginosa. Modo de preparo: 45,3 g do meio desidratado Agar Cetrimida foram
adicionados em 10mL de 1000,0 mL de &gua destilada e esterilizados em autoclave
a 121°C por 15 minutos, seguindo todas as instru¢des do fabricante.

Mannitol Salt Agar (Kasvi, Padova, Italia): para a cepa S. aureus. Modo de
preparo: 111 g do meio desidratado Agar Cetrimida foram adicionados em 1000,0
mL de agua destilada e esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos,
seguindo as instru¢cfes do fabricante. O meio foi suplementado com Nistatina (200
Ul/mL= 0,0332mg).

ChromAgar Candida (Difco Laboratories Inc, Detroit, MI, USA ): para as
cepas de C. albicans. Modo de preparo: 47,7 g do meio de cultura desidratado
ChromAgar Candida foram adicionados 1000,0 mL de agua destilada e esterilizados
em autoclave a 121°C por 15 minutos, seguindo as instrucdes do fabricante.

Letheen Broth (LB) (Difco Laboratories Inc., Detroit, Michigan, USA): Os
espécimes foram transferidos ao meio LB, apds a higienizacdo, com objetivo de
neutralizar acdo de possiveis residuos dos higienizadores. Esse meio também foi
utilizado para avaliacdo da esterilidade a partir da observagéo da turvagédo ou néo

(teste de esterilidade) do meio. Para cada 25,7 g do meio de cultura desidratado
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Letheen Broth foram adicionados 1000,0 mL de agua destilada. O meio de cultura foi
distribuido em aligquotas de 10,0 mL em tubos de ensaio, que posteriormente foram
esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos, seguindo as instrucfes do

fabricante.
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APENDICE I

A Tabela Il - 1 apresenta o Teste de Normalidade das variaveis de UFC/mL
em log 10 (UFC/mL+1), Unidades de Absorbancia (Teste de XTT) e Percentual de
Area (Microscopia de Epifluorescéncia), para a verificagéo da distribuicdo dos dados
(Teste de Shapiro-Wilk).

Tabela ll - 1. Teste de Normalidade (Shapiro — Wilk).
Tests of Normality

Ensaios Solugdes Shapiro-Wilk
Microbiolégicos higienizadoras Statistic df Sig.

_ Controle 0,895 9 0,226
UFC: Fixodent 0,903 9 0,272
C. albicans . ]

NitrAdine 0,922 9 0,409
UEC: C'ontrole 0,864 9 0,107
P. acruginosa Fl_xodgnt 0,973 9 0,922
NitrAdine 0,560 9 0,000
UEC: C'ontrole 0,922 9 0,407
S, aureus F|_xodgnt 0,900 9 0,250
NitrAdine 0,792 9 0,017
Controle 0,833 9 0,049
XTT Fixodent 0,662 9 0,001
NitrAdine 0,496 9 <0,001
Area do Controle 0,937 20 0,207
Biofilme Fixodent 0,853 20 0,006
Vivo NitrAdine 0,901 20 0,044
Area do Controle 0,788 20 0,001
Biofilme Fixodent 0,899 20 0,039
Total NitrAdine 0,952 20 0,396

As Tabelas de Il - 2 a Il - 4 apresentam os dados originais da contagem total
de UFC/mL de C. albicans, S. aureus e P. aeruginosa.

Tabela ll- 2. Valores de UFC/mL de C. albicans, das triplicatas.

Espécimes Grupo CP Grupo FX Grupo MlI
1 6240 9440 40
2 47200 560 320
3 21600 80 0
4 2000 840 40
5 3000 120 40
6 4320 40 2680
7 35200 6560 1040
8 83200 3600 40
9 82800 10960 5920
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Tabela Il - 3. Valores de UFC/mL de P. aeruginosa, das triplicatas.

Espécimes Grupo CP Grupo FX Grupo Ml

1 2240000 6320 0

2 3920000 120 0

3 584000 160 0

4 1760000 0 0

5 4520000 920 10800

6 2720000 27200 0

7 3200000 320000 0

8 5240000 1320 0

9 420000 400 2000

Tabela ll - 4. Valores de UFC/mL de S. aureus, das triplicatas.

Espécimes Grupo CP Grupo FX Grupo MlI
1 101600 68400 80
2 460000 3920 1640
3 412000 3520 0
4 472000 80 0
5 5264000 1680 2160
6 272000 2400 7360
7 728000 64000 0
8 6040000 5760 0
9 1164000 6200 1280
As Tabelas de Il - 5 a Il - 8 apresentam os dados originais das leituras de

Abosrvancia do XTT do biofilme mustlespécies.

Tabela Il - 5. Primeira Leitura de Absorvancia do XTT do Biofilme Misto

Amostra/Corpo de Prova
1/1 2/1 3/1 1/2 22 3/2 1/3 2/3 3/3

Grupos

Branco 0,0457 0,0471 0,0646 - - - - - -
CP 0,1151 0,1423 0,1043 0,0886 0,0967 0,0879 0,1326 0,1441 0,1865
FX 0,0420 0,0432 0,0427 0,1316 0,0610 0,0545 0,0456 0,0459 0,0555
Ml 0,0504 0,0507 0,0460 0,0433 0,0544 0,0453 0,0527 0,0505 0,0586

Tabela Il - 6 - Segunda Leitura de Absorvancia do XTT do Biofilme Misto

Amostra/Corpo de Prova

Grupos —;1 2/1 31 172 212 32 1/3 2/3 3/3

Branco 0,0459 0,0500 0,0507 - - - - - -
CpP 0,1103 0,1140 0,1115 0,1006 0,0944 0,1019 0,0683 0,0945 0,0960
FX 0,0495 0,0505 0,0512 0,1367 0,1342 0,1315 0,0489 0,0465 0,0466
Ml 0,0545 0,0802 0,0588 0,0508 0,0501 0,0487 0,0472 0,0486 0,0491
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Tabelall - 7. Terceira Leitura de Absorvancia do XTT do Biofilme Misto

Amostra/Corpo de Prova

Grupos — 7 2/1 3/1 1/2 212 312 1/3 213 313
Branco 0,0457 0,0471 0,0646 - - - - - -
CP 01151 0,1423 0,1043 0,0886 0,0967 0,0879  0,1326 0,1441 0,1865
FX 00420 00432 0,0427 0,1316 00610 0,0545 0,0456 0,0459 0,0555
Ml 0,0504 0,0507 0,0460 0,0433 0,0544 0,0453  0,0527 0,0505 0,0586

Tabela Il - 8. Média das Leituras de Absorvancia do XTT do Biofilme Misto

Média das Amostras/Corpo de Prova

Grupos
1/1 2/1 3/1 1/2 2/2 3/2 1/3 2/3 3/3
Branco 0,0505 0,0471 0,0535 - - - - - -
CP 0,1864 0,2053 0,1835 0,1383 0,1476 0,1466 0,1510 0,1649 0,1977
FX 0,0721 0,0848 0,0804 0,1067 0,0822 0,0788 0,0465 0,0460 0,0498
Mi 0,0498 0,0589 0,0492 0,0450 0,0489 0,0450 0,0478 0,0476 0,0508

As Tabelas de Il - 9 a Il - 11 apresentam os dados originais referentes a cada

uma das areas do biofilme multiespécies.

Tabela Il - 9. Viabilidade do biofilme multiespécies — Area Viva, Morta e Total do biofilme (um?) e o

Percentual das Areas (%), apds imersdo em PBS.

Area Area Area Total do  Area Total Area Viva/ _Areado
Verde Vermelho biofilme da Imagem Area Total Biofilme/ Area
(um?) (um?) (um?) (um?) imagem (%) . Total da
imagem (%)

12282 12036 12282 13443 1,83 91,36
11247 11015 11247 13630 1,70 82,52
11670 11670 11670 14017 0,00 83,26
13035 10785 13035 13443 16,74 96,96
11552 7779 11552 13443 28,07 85,93
12011 7905 12011 14017 29,29 85,69
13202 11411 13202 13505 13,26 97,76
8879 8879 8879 13631 0,00 65,14
12656 11588 12656 13726 7,78 92,20
12764 12718 12764 14150 0,33 90,20
12679 11060 12679 13630 11,88 93,02
13000 10484 13000 14017 17,95 92,74
13334 9687 13334 13631 26,76 97,82
12952 11158 12952 13886 12,92 93,27
12823 10649 12823 14017 15,51 91,48
12828 9030 12828 13757 27,61 93,25
12631 7791 12631 14017 34,53 90,11
12759 10665 12759 13631 15,36 93,60
12645 11589 12645 13886 7,60 91,06
12461 9457 12461 14017 21,43 88,90
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Tabela Il - 10 . Viabilidade do biofilme multiespécies — Area Viva, Morta e Total do biofilme (um?) e o
Percentual das Areas (%), apdés imersao no higienizador Fixodent.

Area Area Area Totaldo  Area Total Area Viva/ _Areado
Verde Vermelho biofilme da Imagem Area Total Biofilme/ Area
(um?) (um?) (um?) (um?) imagem (%) , Total da
imagem (%)

10693 10693 10693 14420 0,00 74,15
8760 7462 8760 14149 9,17 61,91
12154 11393 12154 14284 5,33 85,09
10643 10349 10643 13757 2,14 77,36
10112 10112 10112 14017 0,00 72,14
12117 8503 12117 14017 25,78 86,45
10643 9480 10643 14419 8,07 73,81
7712 7712 7712 13382 0,00 57,63
11323 10228 11323 14017 7,81 80,78
12387 11507 12387 14017 6,28 88,37
11481 10562 11481 13886 6,62 82,68
11776 9365 11776 13631 17,69 86,39
11845 10963 11845 13887 6,35 85,30
12599 12599 12599 14421 0,00 87,37
12189 10983 12189 13886 8,69 87,78
11762 11302 11762 13630 3,37 86,29
11513 11513 11513 13631 0,00 84,46
13109 11668 13109 13381 10,77 97,97
12522 8921 12522 13630 26,42 91,87

12100 9565 12100 13631 18,60 88,77
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Tabelall - 11 . Viabilidade do biofilme multiespécies — Area Viva, Morta e Total do biofilme (um?) e o
Percentual das Areas (%), apds imersao no higienizador NitrAdine.

Area Area Area Total do Area Total Area Viva/ _Areado
Verde Vermelha biofilme da Imagem Area Total Biofilme/ Area
(um?) (um?) (um?) (um?) imagem (%) , Total da
imagem (%)

10941 9768 10941 13630 8,61 80,27
10881 8264 10881 13822 18,93 78,72
11205 8186 11205 13822 21,84 81,07
11142 7029 11142 13822 29,76 80,61
10462 6466 10462 14216 28,11 73,59
10679 7609 10679 13919 22,06 76,72
9287 8561 9287 13886 5,23 66,88
11629 7260 11629 13919 31,39 83,55
9534 9534 9534 14017 0,00 68,02
11734 9231 11734 13631 18,36 86,08
9145 9145 9145 13631 0,00 67,09
10873 8078 10873 13919 20,08 78,12
13033 7278 13033 13822 41,64 94,29
12057 12057 12057 13259 0,00 90,93
11219 10493 11219 13630 5,33 82,31
10230 10230 10230 13870 0,00 73,76
6482 6482 6482 14017 0,00 46,24
12554 11174 12554 14017 9,85 89,56
9926 8225 9926 14217 11,96 69,82

8055 8055 8055 13887 0,00 58,00
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APENDICE IIl - REVISAO DE LITERATURA

Diversas metodologias vém sendo empregadas por meio de estudos in vitro
para avaliar a efetividade antimicrobiana dos higienizadores quimicos de proteses
totais a base de perdxidos alcalinos frente aos diferentes potenciais patogénicos dos
biofilmes.

Moore, Smith e Kenny (1984) compararam a eficacia de oito produtos de
limpeza de préteses totais quanto a eliminacdo de microrganismos aerébicos,
anaeroébicos e leveduras. Na primeira parte do estudo foi avaliada a eficacia dos
seguintes higienizadores de protese, frente a cultura de C.albicans: Denalan,
Efferdent, Polident; Mersene, Clorox-Calgon e Miller's. Diluicbes seriadas, obtidas a
partir de culturas de C. albicans foram tratadas com os higienizadores, sendo que 0s
produtos foram testados nas concentracdes de um quarto, meio e na concentracao
recomenda pelo fabricante. Amostras foram coletadas apos 15, 30 e 60 minutos de
exposicao aos higienizadores. DiluicBes seriadas obtidas a partir dessas amostras
foram semeadas em Agar dextrose Sabouroud e incubadas por 72 horas em
temperatura ambiente. Ap6s contagem do numero de Unidades Formadoras de
Colénia (UFC), os resultados mostraram que os higienizadores Mersene, Clorox-
Calgon e o Miller’s tiveram a mesma acgao antifungica nas diferentes concentragbes
e tempos avaliados. O Efferdent, o Polident e o Denalan foram os menos eficazes.
Na segunda parte do estudo foi avaliada a eficacia dos higienizadores (Mersene,
Polident, Kleenite, Clorox-Calgon e escovacdo com sabdo Ivory) na remocao de
microrganismos presentes nas préteses de 12 pacientes. Os pacientes foram
instruidos a usar as préteses como de rotina e armazena-las em agua quando nao
estivessem sendo usadas e a nao utilizar nenhum higienizador abrasivo ou quimico.
As proteses foram distribuidas nos grupos: Grupo 1) Higienizadores de imersao ( 30
minutos), Grupo 2) Escovacdo com Agua e SabZo (60 segundos) e Grupo 3)
Imersdo em Agua destilada (Controle - 30 minutos). Ap6s os procedimentos de
higienizacdo, cada protese foi imersa em solugdo salina, por 10 segundo, para
remocdo de residuos quimicos e em seguida foram obtidas diluicbes de cada
amostra, as quais foram semeadas e incubadas. Os resultados mostraram que o
Miller's e o Kleenite foram os mais eficazes. O Clorox-Calgon foi efetivo na remogéo
das leveduras em condi¢cdes laboratoriais, mas nao foi efetivo nas condi¢bes

clinicas. Os autores concluiram que os higienizadores de prétese devem ser efetivos
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na sanitizagdo dos aparelhos protéticos e ndo somente eficazes na remogédo de
manchas e depositos.

Nakamoto et al. (1991) avaliaram a afetividade de higienizadores de préteses
a base de peroxidos alcalinos (com e sem enzimas) frente a Candida albicans
(cepas padrao). As solugbes higienizadoras foram avaliadas quanto a capacidade
fungicida e de remocéo da C. albicans aderida a resina acrilica. Foram utilizados 01
higienizador sem enzimas (Polident), 01 com enzimas liticas das leveduras e
enzimas proteoliticas (Pika) e 03 com enzimas proteoliticas (Liodent, Dr. Health e
Polident). Solugdes fangicas foram preparadas, diluidas (3 X 10’ celulas/mL) e
empregadas para realizagdo de testes liticos de leveduras, do efeito fungicida e de
habilidade de remocdo de cepas de Candida aderidas a resina acrilica. Os
resultados mostraram que todos os higienizadores apresentaram acao litica; porém,
apo6s 120 minutos, o higienizador Polident (com enzimas) apresentou a melhor acéo.
Quanto ao teste fungicida, todos os higienizadores eliminaram as cepas de C.
albicans em periodo de tempo de 5 a 30 minutos, exceto o higienizador Pika. Quanto
a habilidade de remocdo de Candida, embora os cinco higienizadores tenham
apresentado acao, os melhores resultados foram registrados para os higienizadores
com enzimas, com melhores resultados para o higienizador Dr. Health. Os autores
concluiram que a afetividade foi mais dependente do perdxido alcalino do que das
enzimas.

Drake et al. (1992) avaliaram a eficacia de higienizadores de imersao de
prétese contra C. albicans e S. mutans. Corpos de prova retangulares (15 x 25 mm)
foram obtidos a partir da bases de préteses. As espécies de Candida albicans e
Streptococcus mutans foram semeadas em Sabouraud a 37°C, em condi¢bes
aerodbicas durante 24 horas e em TSB-YE (5% de CO,) a 37°C durante 24 horas,
respectivamente. Em seguida, os corpos de prova foram contaminados e
higienizados: 1) Pastilha efervescente a base de peroxido alcalino (Efferdent-12
minutos), 2) Pastilha efervescente a base de peréxido alcalino (Polident-12 minutos).
Em seguida foram lavadas em agua destilada estéril. Amostras das superficies de
cada corpo de prova foram coletadas, colocadas em PBS estéril e sonificadas por 10
segundos, para obtencao das diluicdes. Em seguida, as diluicbes foram semeadas
em Agar TS20B (5% de CO,) por 48 horas e em Agar Saboraud, em condi¢gbes

aerdbicas, por 24 horas. Os resultados mostraram que tanto o Efferdent, como o
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Polident, foram efetivos na reducdo da aderéncia de S.mutans e ambos o0s
higienizadores foram ineficazes contra C.albicans.

Nikawa et al. (1995) avaliaram a atividade antifungica de 11 higienizadores de
proteses totais sobre o biofilme de Candida albicans, assim como avaliaram a
compatibilidade desses higienizadores com condicionadores teciduais. Foram
empregados 11 higienizadores (Denture Cleanser Tablets, Efterdent, 2-layered
Efterdent, Kleenite, Pika, Double Action Polident, Polident for Partials, Super
Strength Polident, Polident Powder, Smoker's Polident e Stain Away) e 6
condicionadores teciduais (Coe Comfort, Coe Soft, Fit Softer, GC Soft Liner,
Hydrocast e Visoogel). Os resultados mostraram que todos os higienizadores
reduziram a viabilidade fangica, com melhores resultados para o Super Strength
Polident. Todos os higienizadores também reduziram a atividade antifUngica, com
melhores resultados para kleenite, Polident for Partials, Efferdent, Denture Cleanser
Tablet e Super Strength Polident. Os autores concluiram que as alteracbes nos
condicionadores teciduais variaram de acordo com o periodo de imersao,
higienizador e condicionador empregados.

Coenye et al. (2008) investigaram a efetividade de um sistema in vitro de
formacédo de biofilmes (Dispositivo de Robbins modificado - MRD) em materiais
frequentemente utilizados na fabricagdo de aparelhos orais, como dentaduras,
aparelhos ortodénticos, protetores bucais ou aparelhos auditivos. Além disso,
avaliaram a eficacia de um novo higienizador a base de peroéxido alcalino (Medical
Interporous) na remocéo de biofilmes microbianos. O sistema foi empregado para a
avaliacdo da formacdo de biofiimes de Candida albicans, Streptococcus mutans,
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) e P. aeruginosa sobre
amostras circulares (2mm de altura, 6,8 mm de didametro e area superficial de 36
mm?) confeccionadas de substratos de poli metil-metacrilato (PMMA), silicone de
uso médico, hidroxiapatita e elastdbmero. Apos a formacao de biofilme, as amostras
foram tratadas com 04 higienizadores & base de peréxido alcalino: 1) NitrAdine™
(Medical Interporous — 15 minutos); 2) Polident (GlaxoSmithKline); 3) Steradent
(Reckitt & Benckiser); e 4) Efferdent Plus (Pfizer). Todos os produtos foram utilizados
de acordo com o as instrucdes do fabricante. O grupo controle foi tratado com agua.
Apés o tratamento, as amostras foram transferidas para tubos com solucdo de
NaCl e submetidos a 3 ciclos de 30 segundos com ultra-som e a agitacdo em

vortex por 30 segundos para remocdo das células fracamente aderidas. Apds
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obtencao das diluicdes, estas foram semeadas em Sabouraud Dextrose Aga(SDA)
para C. albicans, Brain Heart Infusion (BHI) para S. mutans e Tryptic soy Agar (TSA)
para S. aureus e P. aeruginosa. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, o
namero de coldnias foi contado e as Unidades Formadoras de Colbnias calculadas.
Todos os experimentos foram conduzidos em pelo menos 03 amostras. Além disso,
o biofilme de C. albicans foi avaliado por meio de microscopia de fluorescéncia
(Olympus GmbH) e de varredura (Nikon) e o niumero de células planctdnicas apos o
uso do NitrAdineTM foi mensurado. Os resultados mostraram que o sistema foi
eficaz, resultando na formacdo de uma massa densa e madura de biofilme,
independentemente do microrganismo ou do substrato empregados. O higienizador
NitrAdine TM foi eficaz na remocédo de todos os biofilmes, apresentando efetividade
contra C. albicans em todos os substrato avaliados. O Polident, Efferdent,e
Steradent apresentaram menor efetividade, principalmente para biofilmes de C.
albicans formado em PMMA. Os autores verificaram também que a diminuicdo da
temperatura e o aumento do volume de agua e do tempo de exposicdo reduzem a
eficacia dos higienizadores, ressaltando a necessidade do seguimento das
instrugdes dos fabricantes.

Silva et al. (2008) avaliaram a eficacia de higienizadores de proteses (hipoclorito
de sédio a 1%, digluconato de clorexidina a 2%, glutaraldeido a 2%, vinagre a 100%,
pastilhas efervescentes a base de perborato de sodio e perborato de sodio a 3,8%) na
desinfeccédo de espécimes de resina acrilica (Jet) contaminados por Candida albicans,
Streptococcus mutans, S. aureus, E. colie e B. subtilis, por meio da contagem das
Unidades Formadoras de Colbénias (UFC). O grupo controle era constituido de
espécimes contaminados que ndo haviam sido submetidos a desinfec¢cdo. Cada um
dos 350 espécimes foi transferido para um tubo de ensaio contendo meio de cultura
(Tripticsoy ou Sabouroud) inoculado com a suspensao de cada microrganismo. Apéos
incubacao, os espécimes foram imersos nas solucdes higienizadoras por 10 minutos e
posteriormente em solucdo salina para desprendimento das células fracamente
aderidas. Diluicbes decimais seriadas (10° a 10®) foram realizadas a partir dessas
solucdes resultantes e, em seguida, semeadas em placas de petri contendo meios de
cultura especificos (Tripticsoy ou Sabouraud). Apos o periodo de incubagéo, 0 nUmero
de Unidades Formadoras de Col6nias foi contado. Os resultados mostraram que o
hipoclorito de sodio a 1%, a clorexidina a 2% e o glutaraldeido a 2% foram os métodos

mais eficazes contra todos os microrganismos testados, seguidos pelo vinagre a 100%,
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o perborato de sodio a 3,8% e as pastilhas efervescentes a base de perborato de
s6dio.O perborato de sodio a 3,8% foi mais efetivo que as pastilhas efervescentes a
base de peroxido tanto contra C.albicans como para S.mutans. A rugosidade superficial
aumentou apos desinfeccdo com perborato de sédio a 3,8%. Os autores concluiram
gue o hipoclorito de sédio a 1%, o glutaraldeido a 2%, a clorexidina a 2% e o perborato
de sodio a 3,8% consistem em alternativas vélidas para a desinfecg¢éo da resina acrilica.

Ferreira et al. (2009) verificaram a eficacia de higienizadores frente a
aderéncia da Candida albicans e Candida glabrata sobre reembasadores de
préteses. Verificaram também a correlacdo entre rugosidade de superficie e niveis
de aderéncia microbiana. Foram selecionados trés materiais: reembasadores a
base de polimetil metacrilato macio (CoeSoft) e duro (Kooliner); e reembasador a
base de silicone macio (Ufi gepl P). As amostras foram preparadas de acordo com
as orientacbes dos fabricantes e tiveram suas rugosidades superficiais medidas
(Perfildometro Surfcorder SE 1700). Para simular as condic¢des clinicas, cada amostra
recebeu uma pelicula de revestimento salivar obtida de um voluntario saudavel. Em
seguida, as amostras foram colocadas em tubos contendo 10 mL de Sabouraud
broth (Difco) e suspensdes de C. albicans e C. glabrata. Apés a inoculacdo, os tudos
contendo as amostras foram incubados por 2 h a 37°C e, em seguida, lavados com
PBS (15 segundos) e distribuidas aleatoriamente em quatro grupos: T1: agua
destilada por 15 minutos (controle negativo), T2: solu¢édo higienizadora enzimatica
(Polident 3 minutes) por 3 minutos, T3: solucdo higienizadora (Efferdent) por 15
minutos; ou T4: solucdo de hipoclorito de sédio a 0,5% por 10 minutos (T4). Os
tabletes efervescente foram imersos em 30mL de 4gua destilada deionizada a 40°C.
Apos os procedimentos, as amostras foram lavada em PBS, fixadas com cristal
violeta durante 1 minuto, enxaguadas com PBS e as células fungicas aderidas foram
contadas por meio de um microscopio optico (Axiostar 2 Plus) (x400), sendo os
resultados expressos em células/mm?. Os resultados mostraram que ndo houve
diferenca estatistica significante da rugosidade da superficie entre CoeSoft e 0
Kooliner. O Ufi gepl P apresentou a superficie mais lisa. Células de C. albicans e C.
glabrata foram encontradas sobre os materiais ap0s os tratamentos. O CoeSoft
apresentou o maior numero de células aderidas quando comparado com o Kooliner.
A colonizagdo geral em todos os materiais diminuiu significativamente com o
tratamento com NaOCI 0,5%. Todos 0s outros tratamentos apresentaram a mesma

guantidade de células quando comparados com o grupo controle para ambas as
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espécies de Candida. O numero de células de C. glabrata foi maior para todos os
tratamentos, exceto para o NaOCl a 0,5%, em comparacdo com C. albicans. Nao
houve correlacdo entre a rugosidade da superficie e adesdo de C. glabrata e C.
albicans em todos os substratos .

Gedik et al. (2009) avaliaram a eficacia de higienizadores de préteses na
desinfeccdo de forradores resilientes, bem como a rugosidade de superficie e a
capacidade de adesdo de Candida albicans desses materiais. Cinquenta e seis
espécimes foram preparados para cada um dos materiais testados: Mollosil, Soft-
Liner; Moloplast B e Luci Soft. Ap6s a medi¢do da rugosidade de superficie inicial
dos espécimes, estes foram contaminados com suspensdo de C.albicans e
incubados a 37°C por 90 minutos. Em seguida, foram lavados com PBS e imersos,
por 120 minutos, em 40 mL de solucdo de cada um dos sete higienizadores de
proteses: Peroxidos Alcalinos (Efferdent, Polident, Steradent e Corega), Acido
cloridrico a 6,5 % (Denclen), Gluconato de Clorexidina 0,12% (Klorhex) e Hipoclorito
Alcalino 5,25% (Axion). Em seguida, cada espécime foi lavado em PBS, fixado com
formaldeido e o numero de células de C. albicans que aderiram a superficie de cada
espécime foi contada por meio de um microscopio, sendo expresso pela proporcao
de células remanescentes ap0s a exposicdo a cada higienizador em comparagéo ao
grupo controle (Agua destilada esterilizada). Os resultados mostraram que nao
houve relacdo entre o tipo de polimerizacdo do material e a capacidade de adesao
de C. albicans, pois ndo houve diferenca significativa entre os valores de rugosidade
médias das superficies dos materiais. Todos os higienizadores foram eficazes na
remocdo de Candida, apesar de ndo prevenirem a adesdo de Candida. Embora
nenhuma diferenca tenha sido observada entre os higienizadores, os autores
consideraram que o hipoclorito alcalino Axion foi o desinfetante mais eficaz; e que os
produtos Corega, Polident, Denclen, Steradent e Efferdent obtiveram os melhores
resultados em relacao a limpeza dos espécimes.

Lee et al. (2009) avaliaram a eficacia de higienizadores frente a erradicagéo
de biofiimes planctdnicos, recentemente aderidos, estabelecidos e maduros de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA-15 e MRSA-16) em corpos de
prova de resina acrilica. Foram empregados 03 higienizadores: Solucdo de
hipoclorito de sédio a 2% (Socucgdo de Milton); Solucdo desinfetante 2% isenta de
aldeido e com liberacdo de oxigénio (Perform) e Solucdo 1.5% de solugdo de

peréxido alcalino (Steradent). Inicialmente, foi determinada a Concentracao Inibitéria
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Minima dos agentes antimicrobianos. O biofilme artificial foi formado sobre
espécimes de resina acrilica (Rapid Repair) com o auxilio de um dispositivo de
formacéao de biofilmes (Constant Deplh Film Fermenter-CDFF). Foram analisados os
biofiimes de 04 fases: plancténico, séssil (4 horas), estabelecido (24 horas) e
maduro (120 horas). Os espécimes foram retirados ap0s 4, 24 e 120 horas de
formacéao de biofilme e imersos (imersdes curtas) em cada agente antimicrobiano ou
em solucdo salina (controle) por 1, 5 ou 10 minutos. Em seguida colocados em
solucédo tampao e agitado por um minuto para obtencdo das diluicdes seriadas, as
quais foram semeadas em BD Columbia Agar e incubadas por 24 horas. Apds esse
periodo, as coldnias foram contadas e a porcentagem de células viaveis calculada.
As amostras também foram preparadas para analise em microscopia eletrénica de
varredura (Zeiss). Os resultados da CIM mostraram que o NaOCI foi o mais efetivo
com CIM de 0.03%, Perform com 0.12% e Steradent com 0.38% (MRSA-16) e
0.09% (MRSA-15). Os higienizadores foram efetivos contra MRSA em biofilme de 4
horas, com o hipoclorito a 2% sendo efetivo com exposicdo de 1 minuto. Os
biofilmes de 24 e 120 horas foram mais resistentes a acédo dos higienizadores, com
o Steradent e Perform sendo menos eficazes; porém, o hipoclorito a 2% apresentou
efetividade com apenas 1 minuto de imerséo para todos os biofilmes formados. O
Steradent foi o higienizador menos eficaz. Os autores concluiram que os biofilmes
de MRSA (120h) sao dificeis de erradicar, e que o Unico higienizador capaz de
erradicar todos os biofiimes de MRSA-15 e 16 foi o hipoclorito a 2%. Os autores
salientaram que a falta ou inadequada higienizacdo podem ser prejudiciais a saude
do paciente, pois podem ser fonte de reinfeccdo, principalmente em pacientes
idosos e hospitalizados.

Montagner et al. (2009) estudaram a acéo antifungica de diferentes agentes
de limpeza sobre espécimes de resina acrilica (Vipi Wave) polimerizadas por micro-
ondas, sem polimento e previamente inoculados com Candida albicans. Sessenta
espécimes (10x10x5mm) foram inoculados com a cepa de C. albicans e incubados
por 3 horas a 37°C. Os espécimes foram distribuidos em 05 grupos experimentais e
dois grupos controles: G1: clorexidina a 2,0% (10 minutos); G2: hipoclorito de sodio
a 0,5% (10 minutos); G3: hipoclorito de sédio modificado (hipoclorito de sédio 0,5% e
alcool 96°GL - 10 minutos); G4: peréxido alcalino Corega Tabs (5 minutos); Gb5:
peroxido de hidrogénio 10v (30 minutos); C1: controle inoculado com C. albicans e

imerso em solucéo salina (10 minutos) e C2: espécimes controle com auséncia de
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inoculacao, imerso em solugéo salina (10 minutos). Em seguida, cada espécime foi
lavada com salina e transferida para tubos de ensaio contendo 5 mL de BHI broth e
neutralizadores e incubados por 24 horas. Apos esse periodo os tubos foram
avaliados por meio de um espectrofotometro. Aliquotas de cada tubo foram
coletadas, inoculada em meio Sabourud Agar e incubadas a 37°C por 24 horas,
para verificar o crescimento microbiano. Os resultados mostraram que somente o
hipoclorito de sodio e o peroxido de hidrogénio a 10% apresentaram acao
antifangica contra C. albicans. O Corega Tabs, usado de acordo com as
recomendacdes do fabricante, ndo foi eficaz na remocédo da C.albicans. A solucao
de clorexidina a 2% né&o inibiu o crescimento dos microrganismos mesmo apoés 10
minutos de imersdo. Os autores concluiram que o hipoclorito de sédio e o peréxido
de hidrogénio sdo mais eficientes frente a C.albicans do que a solucdo de
clorexidina a 2% e agentes efervescentes.

Paranhos et al. (2009) realizaram um estudo com objetivo de comparar a
eficacia de trés métodos de higienizacdo de proteses totais (quimico, mecanico e
associado) e os efeitos sobre diferentes microrganismos presentes em biofilmes
formados em superficie de resina acrilica termicamente ativada. Foram
confeccionados 220 corpos de prova (15 mm diametro e 4mm de largura) de resina
acrilica (Vipi Dental Ltda) a partir de um padrao de cera. As amostras foram
esterilizadas com gas de 6xido de etileno para posterior contaminacdo com inéculo
microbiano com 10° UFC/mL. A contaminacdo foi realizada a 37°C durante 48h,
para as espécies: cepas padrdo (Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans,
Escherichia coli, Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus
faecalis) e cepas de campo (S. mutans, C. albicans, Candida glabrata e Candida
tropicalis). Apdés a incubacdo e contaminacdo, as amostras foram aleatoriamente
distribuidas nos seguintes grupos: 1) Método quimico: imersao em container com
200 mL de &gua destilada a 37°C e um tablete efervescente de peréxido alcalino
(Bonyplus Tablets) durante 5 minutos; 2) Método mecéanico: escovagdo com escovas
dentais de cerdas macias (TEK — Johnson & Johnson) e dentifricio para dentadura
(Dentu Creme) por 20 segundos, e posterior imersdo em agua destilada durante 5
minutos; 3) Método associado: higienizacdo pelo método mecanico e, em seguida,
pelo método quimico; 4) Controle Negativo: sem contaminacao e posterior imersao
em agua destilada e esterilizada (200,0 mL) durante 5 minutos e 5) Controle

positivo: contaminacado e posterior imersdo em agua destilada e esterilizada (200,0
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mL) durante 5 minutos. Os resultaram mostraram que n&o houve diferenca
significativa entre os métodos para as cepas de S. mutans (padrdo e experimental),
S. aureus e P. aeruginosa. J& para E. faecalis, C. albicans (padrdo e experimental)
e C. glabrata houve efetividade dos métodos mecénico e combinado. Para E. coli e
C. tropicalis, a combinacdo dos métodos foi mais eficaz que o método mecanico. O
método combinado apresentou resultados semelhantes ao método mecéanico e foi
mais efetivo que o quimico na maioria das espécies avaliadas (Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Candida albicans (padrdo e campo), Candida glabrata e
Candida tropicallis). Com base nos resultados, os autores concluiram que a eficacia
de cada um dos métodos de higienizacdo testados depende do tipo de biofilme
microbiano formado.

Souza et al. (2009) avaliaram o efeito do bicarbonato de sodio a 5% na
adesdo de Candida albicans a resina acrilica termicamente ativada. Cinquenta
espécimes (4 mm?) de resina acrilica (Artigos Odontoldgicos Classico Ltda) foram
obtidos utilizando uma matriz metalica. As amostras foram polidas quimicamente
(Termotron PQ- 9000), esterilizados em autoclave (121°C/15 min) e, em seguida,
foram imersos em Sabouraud e inoculados com suspensédo de células de Candida
albicans (ATCC 1880). ApGs 24 horas de inoculacdo a 37°C, os espécimes foram
distribuidos em quatro grupos e imersos durante 10 minutos em: bicarbonato de
sédio 5% (Labsynth), gluconato de clorexidina 0,12% (Periogard), vinagre branco
(Castelo Alimentos) e peréxido alcalino (Corega Tabs). Um grupo de controle foi
incluido, no qual foi utilizado agua destilada. Apds os tratamentos, os espécimes
foram enxaguados com agua destilada esterilizada e colocados em tubos de ensaio
contendo 1 mL de solucdo salina (0,85%) e agitados durante 60 segundos para
obtencdes das diluicbes. As diluicbes foram semadas em Agar Sabouraud dextrose
(Difco Labs), incubados a 37°C durante 48 horas e o numero de Unidades
Formadoras de Coldnias (UFC) por espécime foi contado. Os resultados mostraram
gue apenas o gluconato de clorexidina a 0,12% e bicarbonato de sédio a 5%
reduziram o numero de UFC/mL , apresentando diferenca significativa em
comparacdo com o grupo controle. Os autores concluiram que o gluconato de
clorexidina 0,12% foi mais eficaz na reducdo da adesdo de Candida albicans a
resina acrilica ativada termicamente, entretanto, o bicarbonato de sodio 5% também

pode ser uma alternativa viavel.
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Fernandes et al. (2010) avaliaram a eficacia de higienizadores de proteses
sobre o biofilme de Candida e biofilme multiespécies de C. glabrata e C. albicans
em resina polimetil metacrilato polimerizada por micro-ondas e convencional. As
variaveis do estudo foram o angulo de contato, a energia livre de superficie e 0
namero de unidades formadoras de colénia de C. albicans e C. glabrata. Corpos de
prova cilindricos (10mm de didmetro e 2mm de espessura) foram confecionados
com polimetil metacrilato polimerizado por micro-ondas (Acron MC) e resina
poliamida termoplastica (Fexite MP). Sequencialmente, a rugosidade superficial dos
corpos de prova foi medida (rugosimetro Surfcorder SE1700), sendo padronizada,
para ambas as resinas, em 0,34 + 0,2um. Em seguida, os corpos de prova foram
limpos em ultra-som (Thornton T740) com agua esterilizada durante 10 minutos
antes da medicdo de energia livre de superficie. Foram empregados trés liquidos
para medicdo do angulo de contato: &gua destilada, formamide e 1-
bromonaphthalene. O angulo de contato (9 graus) foi medido por meio da disperséao
de uma gota de cada liquido (10 pl) sobre a superficie de cada espécime. As
imagens das goticulas foram capturadas imediatamente e os angulos de contacto
foram medidos (AutoCAD Release 14). A energia livre de superficie (MN - m-1) foi
calculada usando o cosseno dos valores de angulo de contato obtidos previamente a
formacdo de biofilmes de C. albicans (ATCC 90028), C. glabrata (ATCC 2001) e
ambas as leveduras. Os corpos de prova foram cobertos por saliva e incubados por
30 minutos a 37° C. Ap6s a contaminacdo dos corpos de prova e formacdo de
biofilme por 72 horas, estes foram tratados (n=8) com: agua destilada (controle
negativo — 10 minutos), solu¢des enzimatica (Polident por 3 minutos), solucéo
higienizadora (Corega Tabs por 5 minutos), hipoclorito de sédio a 0,5% (10 minutos
— controle positivo). ApOs os tratamentos cada corpo de prova foi transferido para
um tubo de ensaio com 3 mL de PBS esterilizado e sonificado (7W) por 30 segundos
para obtencao de diluicbes seriadas que foram semeadas em CHROMAgar Candida
e Agar sangue. Em seguida, foram incubadas a 37°C por 24-72 horas. As Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC) foram contadas utilizando esteriomicroscopio
(Coleman) e os resultados expressos em UCF/mL. A energia livre de superficie da
PMMA (37,16) foi significativamente maior que da resina poliamida (36,35). Ambos
os biofilmes (simples e composto) apresentaram maior crescimento na resina
poliamida. A contagem do biofilme simples de C. glabrata foi maior que C. albicans

para todos os tratamentos; porém, ndo houve diferenca entre o biofilme composto
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com nenhum dos dois biofilmes simples. Os higienizadores foram capazes de
diminuir os niveis de Candida, porém o hipoclorito a 0,5% foi o Unico agente efetivo
eliminando todos os microrganismos. Os higienizadores causaram maior reducéo de
C. albicans do que C. glabrata no biofilme composto. Os autores concluiram que
ambos os higienizadores (com ou sem enzimas) foram efetivos no controle do
biofiilme de Candida spp, especialmente na reducdo de C. albicans, porém néo
foram capazes de eliminar totalmente as células de Candida dos materiais
estudados, como o hipoclorito de sédio a 0,5%.

Jose et al. (2010) investigaram a capacidade de quatro higienizadores de
prétese em descontaminar e esterilizar superficies cobertas por biofilme de Candida
albicans. Dezesseis cepas de C. albicans foram isoladas de pacientes com
estomatite e uma cepa padrdo (ATCC 90028) foram armazenadas em agar dextrose
Sabouraud a 4°C. Uma col6nia foi inoculada em 10 mL de meio especifico e
cultivada em placas de 96 pocos durante toda a noite (30°C ) sob agitacdo em estufa
bacterioldgica. Em seguida, foram imersas nos higienizadores de prétese: Boots
Smile (peréxido alcalino - 15munitos), Medical Interporous (peroxido alcalino - 15
minutos), Steradent Active Plus (peréxido alcalino - 10 minutos) e Dentural
(hipoclorito de sédio a 1,5% - 20 minutos), seguindo as instru¢des do fabricante ou
por 18 horas (overnight). Foram quantificadas a atividade metabdlica do biofilme e a
biomassa do biofilme. A MEV foi empregada para exame do biofilme. Os resultados
foram obtidos pelo teste de XTT e analise de microscopia eletrdnica de varredura. O
higienizador Dentural foi o mais eficaz, reduzindo a biomassa em mais de 90% ap0s
20 minutos. O Steradent Active plus foi significativamente mais eficaz em 10 minutos
do que na imersdao overnight. Todos os higienizadores reduziram a atividade
metabdlica em mais de 80% apds a imersédo durante a noite. O Boots Smile reduziu
a atividade metabdlica em apenas 15 minutos de imerséo. O MEV revelou presenca
C. albicans ap6s o tratamento com higienizador Dentural. O higienizador Medical
Interporous TM promoveu reducdo de 80% a 75% apds 15 minutos e 18 horas,
respectivamente. Os autores concluiram que os higienizadores de protese séo
efetivos contra C. albicans, tanto em termos de remog¢éo, como de desinfec¢do; no
entanto, a retencdo de biofilme residual que poderia conduzir a recolonizacéo foi
observada. Os higienizadores de protese usados foram capazes de reduzir o

biofilme de C. albicans in vitro; no entanto, nenhum dos produtos testados foi eficaz
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na eliminacéo total de biofilmes de C. albicans. Segundo os autores, os métodos
mecanicos alternativos sdo necessarios para melhorar a remocao do biofilme.

Li et al. (2010) avaliaram a eficacia de tratamentos antimicrobianos em
varias superficies de materiais dentarios. Foram confeccionadas espécimes: de
hidroxiapatita (HiMed), resina acrilica (Lucitone) e porcelana (Dentsplay). Todas as
amostras foram esterilizadas com etanol a 95% e ultravioleta. Foram coletadas
saliva ndo estimulada de pessoas que nao limparam os dentes por mais de 6 h. Esta
saliva foi preparada, centrifugada e semeadas. Foram avaliados biofiimes de S.
mutans, de C. albicans e biofilme multiesipécies (bactérias salivares e C. albicans).
Os espécimes foram contaminados e incubados por 20 horas em condicbes
anaerobicas a 37 ° C, para S. mutans e C.albicans/saliva, e em condi¢des aerdbicas
para biofiimes de C.albicans (Unica espécie). Em seguida, foram submetidos ao
tratamento com Polident (peroxido alcalino — 5 minutos) e enxaguados com PBS.
ApOs obtencdo das diluicbes, estas foram semeadas em meios especificos. Os
controles foram tratados com PBS. O crescimento dos biofilmes foi examinado por
microscopio confocal de varredura a laser (Zeiss, Jena, Alemanha) e a efetividade
do tratamento com Polident pela viabilidade de Unidades Formadoras de Colonias.
Os resultados mostraram que o biofiime de Candida albicans, de S. mutans, e o
biofilme multiespécies cresceram nos diferentes materiais avaliados. A formacédo de
biofilme de C. albicans em hidroxiapatita foi reduzida quando comparada com outros
materiais, incluindo a resina acrilica. A eficacia dos tratamentos variou
significativamente, dependendo do tipo de superficie. Biofilmes de uma Unica
espécie formados em superficies de poliestireno exibiram maior susceptibilidade ao
tratamento. Os autores concluiram que o Polident foi eficaz na manutencédo da
higiene das proteses e que a natureza da superficie influencia algumas
caracteristicas do biofilme, como o acumulo de biomassa e susceptibilidade aos
tratamentos antimicrobianos.

Vieira et al. (2010) estudaram a eficacia de higienizadores de proteses em
relacdo a recolonizacdo do biofilme por Candida spp. formado na superficie de
reembasadores. Biofilmes de C. albicans (ATCC 90028) ou C. glabrata (ATCC 2001)
foram formados sobre a superficie de espécimes de reembasadores e incubados por
48 h. Em seqguida, foram submetidos aleatoriamente a um dos seguintes
tratamentos: peroxido alcalino com enzima (Polident 3-minutos), peréxido alcalino

(Efferdent,- 15 minutos), hipoclorito de sédio a 0,5% (10 minutos) e agua destilada
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(15 minutos). Apos os tratamentos, o biofilme dos espécimes foi desprendido por
sonificagdo (YW — 30 segundos). As diluicdbes obtidas a partir das solugbes
sonificadas foram semeadas e incubadas a 37°C por um periodo de 24-48h, em
condicbes aerdbicas. As células residuais foram contadas por meio de um
microscopio estereoscopico (Coleman Comp. Imp) e o resultado foi expresso em
células/mL. Os espécimes foram enxaguados em PBS estéril e analisados por meio
de microscopia eletrénica de varredura (JEOL JSM5600LV). Os resultados
mostraram que o tratamento com os peréxidos alcalinos foi melhor que o controle;
entretanto, ndo foi efetivo na remocao de Candida e na prevencéo da recolonizagéo
de biofilme. O hipoclorito de sddio foi o Unico tratamento que removeu efetivamente
o biofilme, visto que nenhuma célula viavel foi encontrada ap6s seu uso. Os autores
concluiram que os higienizadores de proteses a base de peroxidos alcalinos néo
foram eficazes na remocao e prevencdo da recolonizacdo de biofilmes de Candida
spp.

Iseri et al. (2011) avaliaram a eficicia de diferentes agentes de limpeza na
adesdo de Candida albicans a resina acrilica. Culturas de C.albicans foram
inoculadas em 2 mL de Agar Dextrose Sabouraud (SDA) e incubadas a 37°C por 24
horas. Em seguida, foram centrifugadas por 10 minutos (3000 rpm), lavadas em
PBS, e diluidas para obtencdo de uma suspensao de 10° células de C. albicans/mL.
Os 180 espécimes de resina acrilica (10x10x2mm) foram contaminados com a
suspensao, incubados a 37 °© C durante 90 minutos e distribuidos nos grupos (n=30):
Polident (per6xido alcalino), Efferdente (perdxido alcalino), Fittydent (peréxido
alcalino), CloSYSII (Dioxido de Cloro) e Corsodyl (Gluconato de Clorexidina 0,2% )
Os corpos de prova foram imersos em 40 mL de cada higienizador a 37 © C durante
15, 30 e 60 minutos. As células fungicas aderidas a superficies de resina acrilica
foram fixados em formaldeido e contadas por meio de um microscopico optico. Os
resultados mostraram que as solugdes CloSYS e Corsodyl foram mais eficazes na
remocdo de C. albicans para todos os tempos de tratamento. Todos 0s peroxidos
alcalinos reduziram o namero de colonias de C. albicans, mas nenhum conseguiu
elimina-la completamente. A reducdo significativa do nimero de C. albicans no
presente estudo sugere que o0 uso de enxaguatorios bucais pode ser um método
adequado para a limpeza de proteses.

Lee et al. (2011) avaliaram a eficiéncia de seis métodos de limpeza de

prétese diferentes para remocédo de Candida albicans. Foram confeccionados 140
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espécimes (40 x 12 x 3 mm) de resina acrilica (Lucitone 199) de acordo com as
instrucbes do fabricante e esterilizados com oOxido de etileno. Cada espécime foi
colocado em tubos de ensaio com 6 mL de suspensédo de C. albicans (6-7 x 107
cfu/mL) e incubado por 2h a 37°C. ApGs a contaminacdo 0s espécimes foram
higienizados de acordo com os métodos (n=20): 1) escovagcdo com escova macia
(Colgate Extra Clean) e enxague em agua destilada; 2) Imersdo em Polident
(Perdxido alcalino — 15 minutos); 3) Associacdo método 2 com 1; 4) Imersdo em
Gluconato de Clorexidina 0,12% (Parmason Shining — 15 minutos); 5) Irradiacéo de
UV (ADH Health Products — 10 minutos); 6) Imersdo em agua destilada esterelizada
(15 minutos) e 7) Controle (sem tratamento).Em seguida, foram lavados e colocados
em 1 mL de Sabouraud dextrose broth por 10 minutos e posteriormente agitados
durante 30 segundos. Diluicbes seriadas foram semeadas em Agar Sabouraud
dextrose e incubadas a 37°C por 24 horas e, em seguida, o numero de Unidades
Formadoras de Col6nias (UFC) foi contado. Os resultados mostraram que o método
combinado (escova de dentes e imersdo Polident) foi mais eficaz na reducédo do
crescimento de C. albicans. Todos os métodos foram significativamente diferentes
do grupo controle. O grupo controle apresentou a maior contagem de coldnias de C.
albicans e a imersdo em agua destilada e esterilizada foi ineficaz na remocéo de C.
albicans. O método mecanico, o Polident e associacdo entre eles foram mais
eficazes que o gluconato de clorexidina a 0,12% e a irradiacdo com luz UV. Os
autores concluiram que a imersdo em pastilhas efervescentes, a escovacao e
associacdo entre ambos os métodos reduziram significativamente a aderéncia de
C.albicans a resina acrilica.

Dhamande et al. (2012) compararam a capacidade de remocao de biofilme de
Candida de 3 higienizadores de proéteses totais. Foram confeccionados 120 corpos
de prova (1,5mm x 1,5mm x1,5mm) em resina acrilica a partir de matrizes metélicas.
Em seguida, os corpos de prova foram contaminados com suspensdo de 3x10’
células de C.albicans/mL e incubados a 37°C, por 2h em seguida, foram
acrescentado 2mL de Sabouround em cada pog¢o da placa de cultura e incubados
por 6 dias (144h). Os corpos de prova foram imersos nas seguintes solucdes
higienizadoras, por 8 horas (n=30/grupo): Viclean Power (D1- Hipoclorito de sodio),
Clinsodent Power (D2- perdxido alcalino) e Fittydent Tablets (D3 — peréxido) e o
namero de colbnias foi contado. Em uma segunda analise do estudo, a partir de pré-

culturas de C.albicans uma suspenséo de 3x10’ células /mL foi obtida. Para cada 5
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mL da suspensao, foi adicionado 5 mL de solucdo higienizadora em um tubo de
ensaio. Esses tubos foram incubados a 37°C por 5, 30, 60, 90 e 120 minutos. A
densidade o6ptica de cada solucdo (suspensao-solucdo higienizadora) foi avaliada
por um fotocolorimetro. Como resultado, observaram uma diminuicdo de UFC apés a
imersdo das amostras em todas as solu¢des higienizadoras. A densidade Optica
diminuiu para todas as amostras, 0 que significou uma diminuicdo de células de
C.albicans devido a acdo dos higienizadores. Entre os higienizadores, o Viclean
Powder e o Clinsodent Powerd apresentaram maior diminuicdo da densidade
quando comparados ao Fittydent. Os autores concluiram que o higienizador
Clinsodent teve maior capacidade de remoc¢édo Candida devido presenca de Lauril
Sulfato de Sodio.

Kumar et al. (2012) testaram a eficacia de dois higienizadores de proéteses
totais disponiveis no mercado e dois produtos caseiros sobre a adesdo de Candida
albicans em superficie de resina acrilica Cinquenta espécimes (10 x 10 x 2 mm) de
resina acrilica (DPI Heat-Cure Improved) foram confeccionados, esterilizados com
luz ultravioleta por 5 minutos e distribuidos em 5 grupos: (1) Clinsodent (peroxido
alcalino); (2) Fittydent (perdxido alcalino); (3) vinagre (acido acético a 4%); (4)
vinagre diluido em &gua (1:2) e (5) agua (controle). Apds inoculacdo com C.
albicans, as amostram foram incubadas por 16 horas a 37°C e em seguida, foram
imersos nos higienizadores e avaliados por 8 horas. ApOs esse periodo, 0s
espécimes foram lavados, fixados com metanol e corados com cristal de violeta. As
células de Candida aderidas foram contadas por meio de microscopio Optico. Todos
os higienizadores testados reduziram o numero de células de C. albicans aderidas;
entretanto, os higienizadores de proteses totais disponiveis no mercado (Fittydent e
Clinsodent) foram mais efetivos que os produtos domésticos (vinagre e vinagre
diluido).

Pellizzaro et al. (2012) analisaram a efetividade da escovagdo associada a
diferentes solugcbes na eliminacdo de biofilme de Candida albicans. Foram
confeccionados 90 espécimes de resina acrilica, os quais foram esterilizados e
inoculados com uma suspensdo de C. albicans. ApOs incubacdo, os espécimes
foram aleatoriamente distribuidos em 10 grupos, sendo que 5 grupos foram
submetidos a escovagédo mecanica (90 segundos), com agua ou agentes de limpeza
(dgua destilada, dentifricio, digluconato de clorexidina a 2%, hipoclorito de sodio a

1% e Polident); 4 grupos foram apenas imersos nos agentes de limpeza (90



Apéndices | 129

segundos) e 1 grupo foi imerso em agua destilada (90 segundos - controle). A
viabilidade celular foi verificada pelo teste XTT. Todos os grupos submetidos a
associacdo da escovacdo com os agentes de limpeza apresentaram reducéo efetiva
da viabilidade do biofilme, quando comparados a exposicdo dos espécimes as
solugdes. A escovacao com clorexidina a 2% e hipoclorito de sédio a 1% reduziram
em 100% a viabilidade do biofilme. A imersdo nos agentes de limpeza resultou em
reducdo na viabilidade celular, com a clorexidina a 2% sendo a mais efetiva. A
utilizacado de agentes de limpeza em associacdo ao método de escovacao mostrou
ser efetivo na remocéao do biofilme de C. albicans, sendo as solucfes de clorexidina
e hipoclorito as mais efetivas.

Ramage et al. (2012), compararam a eficacia de remocdo de C.albicans de
protocolos de higienizacéo de prétese. Corpos de prova de 1 cm? de resina acrilica
(Chaperlin/Jacobs Ltda) foram preparados segundo as instru¢cdes do fabricante e
esterilizados com luz ultravioleta por 15 minuto. Ap6s a inoculacéo de 1x10° células
de C.albicans /mL os corpos de prova foram incubados por 4 horas a 37°C e
expostos aos seguintes tratamentos higienizadores: (A) Polident — peréxido alcalino
— uso diarios por 3 minutos, seguindo recomendacdes do fabricante durante 4 dias
ou (B) Polident — Uso intermitente — 1° e 4° dias, e escovacdo com dentifricio
(Colgate Cavity Protection e escova macia Oral B — durante 2 segundos) no 2° e 3°
dia. Ap6s cada tratamento os corpos de prova foram transferidos para tubos de
ensaio e agitados por 5 minutos em ultrassom. DiluicBes seriadas foram semeadas e
incubadas para contagem das células viaveis ap@s tratamento. Os corpos de prova
apés os tratamentos foram lavados em PSB, fixados em paraformaldeido 2%,
glutaraldeido 2% e Alciom Blue 0,15% para a analise em microscopia eletronica de
varredura. A inibicdo da atividade metabdlica do biofiime pelo uso dos
higienizadores foi determinada usando XTT e a resposta inflamatoria do biofilme
pelo teste de Elisa. Para esse teste 0os corpos de prova apos higienizacdo foram
colocados em culturas de células, por 245 horas a 37°c e 5% de CO,. Os
sobrenadantes das células foram removidos e usados para o teste de Elisa. Os
resultados mostraram o tratamento com o Polident inibiu o crescimento de biofilme
de C.albicans apds 4 horas, sendo mais efetivo o tratamento sequencial que o
intermitente. O Polident foi mais eficaz que o dentifricio. O teste de Elisa indicou a
reducdo da producdo de IL-8, apds tratamento com o Polident. Os autores

concluiram que a presenca de biofilme maduro pode resultar em elevado niveis de
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inflamacédo, o qual pode ser controlado por regimes de tratamento quimico diario
para a manutencdo de uma boa saude oral.

Lucena-Ferreira et al. (2014) investigaram o efeito da exposi¢ao diaria a um
higienizador sobre biofilme de multiplas espécies. Corpos de prova cilindricos (10 x
2 mm) de resina acrilica (QC-20 PMMA; Dentsply) foram confeccionados segundo
instrucdes do fabricante. Os corpos de prova foram polidos de ambos os lados e a
rugosidade de superficie padronizada (0,32 £ 0,03). Em seguida, foram lavados com
agua destilada estéril e com ultra-som para remocao dos residuos da superficie. A
esterilizacéo foi realizada com 6xido de etileno. Algumas amostras adicionais foram
imersas em meio TSB (Trypticase Soy Broth) em condi¢cbes aerbbicas durante 48 h,
a fim de confirmar a auséncia de contaminacdo microbiana. A eficacia do processo
de esterilizacao foi confirmada pela auséncia de turvacdo média. Um biofilme misto
composto por seis microorganismos, sendo cinco bactérias (Actinomyces naeslundii,
Veillonella dispar, Fusobacterium nucleatum,Streptococcus mutans e Streptococcus
oralis) e uma levedura (Candida albicans) foi desenvolvido. Todas as cepas foram
cultivadas individualmente. Apds 15 h de incubacéo a 37 ° C, aliquotas destas preé-
culturas foram transferidas para um novo tubo e incubadas a 37 ° C durante 7 h.
Durante a preparacéo do inéculo, as bactérias foram incubadas em meio anaerobico
e C. albicans em condi¢des aerobicas. Apés a maturacdo do biofilme, os corpos de
prova foram distribuidos aleatoriamente em grupos controle (sem tratamento) e
experimental. No grupo experimental, os corpos de prova foram submetidos a
imersdes diarias durante 3 minutos em um peréxido alcalino com enzima (Polident -
3 Minutos) durante sete dias consecutivos. Decorrido o tempo de imerséo, 0S corpos
de prova foram lavados em solucao salina, transferidos para tubos contendo 3 mL
de solucao salina e colocados no ultra-som (7 W) por 30 segundos. A suspensao
resultante foi utilizada para analise do biofilme. Aliquotas diluidas foram semeadas
em meios de cultura especificos. As analise foram feitas nos dias 1, 4, e 7 pelo
namero de microorganismos e concentracdes de polissacarideos. Analises em
microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e microscopia confocal (CLSM) foram
também realizadas. O estudo demonstrou que o total de microrganismos foi menor
com uso do Polident, quando comparado ao grupo controle, para todos os periodos
avaliados. No entanto, o numero total de C. albicans aumentou em todos o0s
biofilmes expostos ao higienizador, sendo identificadas hifas nas imagens do MEV E

CLSM. A concentracdo de polissacarideo foi significativamente maior no grupo
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experimental apdés 7 dias. Os autores concluiram que o uso diario de um
higienizador de dentadura reduz o numero de microrganismos de biofilmes de
multiplas espécies.

Yildirin-Bicer et al. (2014) avaliaram métodos alternativos de desinfeccédo de
materiais para base protética. Foram confeccionados 320 corpos de prova de resina
acrilica, sendo 160 de resina acrilica termopolimerizavel (Arcon Duo) e 160
autopolimerizavel (Paladent RR). Apos a esterilizacdo em autoclave, os corpos de
prova foram divididos nos grupos experimentais (n=10): Grupo | — hipoclorito de
sédio (10 minutos), Grupo Il — micro-ondas (3 minutos), Grupo Il — luz ultravioleta
(20 minutos), Grupo IV — enxaguatoério a base de prépolis (10 minutos), Grupo V —
Corega Tabs (10 minutos), Grupo VI — vinagre 50% (10 minutos) e Grupo VIl -
vinagre 100% (10 minutos). Os espécimes foram contaminados com suspensao de
C. albicans (ATCC 90028) e C. albicans isolada da cavidade oral. Apds o protocolo
de higiene os corpos de prova foram enxaguados suavemente trés vezes
sequenciais e transferidos a tubos de ensaio contendo agua destilada estéril. Em
seguida foram agitado em agitado mecéanico durante 1 minuto para obtencédo das
diluicbes seriadas e semadura em placas de petri contendo Agar Dextrose
Sabouraud. Apés a incubacéo a 37°C durante 24 horas, as col6nias foram contadas
e 0 numero de UFC/mL calculado. Os resultados mostraram que o vinagre a 100%
foi o mais efetivo frente a espécies de C. albicans obtidas da ATCC, seguido do
vinagre 50%, hipoclorito a 1 %, irradiacdo por micro-ondas, Corega Tabs, luz ultra
violeta e enxaguatoério a para as resinas termopolimerizaveis. O vinagre 100% foi o
mais efetivo também frente as espécies de C. albicans obtidas da cavidade oral para
ambas as resinas. A andlise da rugosidade antes e ap0s a imersdo demonstrou um
maior rugosidade das resinas autopolimerizavies. Os autores concluiram que o
vinagre 100% foi o mais efetivo frente as cepas de C. albicans e por ser econémico
e de facil acesso pode ser utilizado como método de higiene rotineiro.

Panariello et al. (2016) avaliaram a eficacia da escovacédo e imersdao em
reduzir a viabilidade de biofilme multiespécies em duas resinas acrilicas. Para tanto,
foram confeccionados corpos de prova de resina acrilica (Lucitone 550 (L) e
Tokuyama Rebase Fast 1l (T)) (n=12), com rugosidade superficial de
aproximadamente 3,0 ym. Em seguida, os corpos de prova foram esterilizados por
meio de oxido de etileno e inoculados com uma suspenséo de 107 células/mL de C.

albicans e C. glabrata e de 108 células/mL de S. mutans e incubados a 37° C,
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durante 90 minutos para a aderéncia dos micro-organismos. Apos esse periodo os
corpos de prova foram lavados com PBS e suplementados com meio BHI estéril. Em
seguida, os corpos de prova foram incubados a 37°C durante 48 horas para a
maturacdo do biofilme. Apds a formacdo do biofilme, os corpos de prova foram
higienizados por meio de escovagao ou imersdo por 10 segundos nas seguintes
solucdes: 4gua destilada (A); &cido peracético 0,2% - Sterilife (Ac); digluconato de
clorexidina a 1% (Chx); solucéo agua/dentifricio 1:1 (D); hipoclorito de sédio a 1% e
perborato de sbédio - Corega Tabs (Pb). Os micro-organismos viaveis foram
avaliados por ensaio de XTT e contagem de col6nias (UFC/mL). De acordo com os
resultados, a escovacdo combinada com agentes quimicos para imersao da prétese
propiciou maior remocao do biofilme. A imersdo em &cido acético e em hipoclorito de
sédio a 1% mostrou-se tao eficaz quanto a escovacdo nos dois grupos de resinas
avaliados. A imersdo em Corega Tabs nédo foi eficaz na reducdo do numero de
UFC/mL de C. albicans, C. glabrata e S. mutans para ambas as resinas avaliadas.
Entretanto a escovacdo com Corega Tabs foi capaz de inativar o biofilme
multiespécies em ambas as resinas. Os autores concluiram que a acdo mecanica
exercida pelo método mecéanico é fundamental para a reducao do biofilme.

Coimbra et al. (2016) avaliaram , o efeito de higienizadores de proteses totais
a base de peroxido alcalino frente a biofilmes microbianos formados em superficies
de resina acrilica.. Foram obtidos corpos de prova de resina acrilica (Lucitone 550; n
= 360) a partir de moldes de matrizes metalicos circulares (15 x 3 mm). Os corpos
de prova foram esterilizados por irradiagdo em micro-ondas (650 W, 6 min) e
contaminados com suspensodes (107 unidades formadoras de colonias (UFC) / mL)
de C. albicans (Ca), C. glabrata (Cg), S. aureus (Sa), S. mutans (Sm), B. subtilis
(Bs), E. fecalis (Ef), E. coli (Ec) e P. aeruginosa (Pa). Ap0s a contaminacdo, 0s
corpos de prova foram incubados a 37°C durante 48 horas e depois por meio de
uma cesta de aco inoxidavel, foram imersos nas seguintes solugdes, de acordo com
as instrucdes do fabricante (n = 10): Grupo CP - controle positivo (solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS); Grupo Ml - NitrAdine®, (Medical Interporous); Grupo
EF - Efferdent Plus® e Grupo CT - Corega Tabs®. Apos a incubacédo (37°C, 24
horas), o numero de colénias com morfologia caracteristica foi contado e os valores
de UFC/mL foram calculados. Houve diferencas entre os grupos, com reducao
significativa nos valores de UFC/mL para os micro-organismos avaliados, quando

comparados com o grupo CP. Os resultados mostraram que somente o
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higienizadores NitrAdine apresentou acao significativa frente a C. albicans. O
higienizador Efferdent Plus apresentou agdo significativa frente as espécies de C.
glabrata, S. mutans, E. faecalis, E. coli e P. aeruginosa. O higienizador Corega Tabs
foi 0 menos efetivo entre os higienizadores avaliados. Os autores concluiram que a
solugcéao higienizadora Medical Interporous® foi a mais eficaz em termos de acao
antimicrobiana em biofilmes de C. albicans, C. glabrata, S Aureus, S. mutans, E.
faecalis, E. coli e P. aeruginosa.

Mohamed et al. (2016) verificaram a eficacia de dois higienizadores de
protese e extrato de duas plantas frente a aderéncia da Candida albicans sobre
reembasadores de préoteses. Sessenta amostras (10x10x2) foram preparadas de
acordo com as orientacfes dos fabricantes. As amostras foram esterilizadas por
meio de luz ultravioleta, durante 5 minutos, para cada lado. Para a contaminacao as
amostras foram imersas em Sabouraud broth inoculado com suspensao de células
de Candida albicans e foram incubados durante 16 horas a 37°C. Em seguida, as
amostras foram divididas nos seguintes grupos: Grupo | — CD Clean (peréxido
alcalino), Grupo Il Nigella sativa (extrato experimental), Grupo Ill — 6leo essemcial de
tomilho, Grupo IV- Fittydent (perdxido alcalino) e Grupo V — dgua destilada, durante
8 horas em temperatura ambiente. Apdés os procedimentos, as amostras foram
lavadas e fixadas com cristal violeta durante 1 minuto. As células fangicas aderidas
foram contadas por meio de um microscépio Optico (x400). Os resultados
mostraram que o higienizador Fittydent foi mais efetivo que o higienizador CD Clean.
O dleo foi mais efetivo que Nigella sativa. Na comparacdo entre todos os
higienizadores o Fittydent® foi o mais efetivo, seguido pelo 6leo essencial de
tomilho, Nigella sativa e CD Clean, quando comparado ao grupo controle. Os
autores ressaltaram a importancia de avaliar esses higienizadores em protocolos de
higiene a longo prazo.

Kiesow et al. (2016) investigaram a compatibilidade dos materiais para base
protética com efeitos antimicrobianos dos higienizadores de préteses mais
comumente utilizados. Foram avaliados higienizadores de protese (Polident
Overnight Whitening®), dentifricio (Colgate Total®), enxaguatério (Listerine®
Original), alcool isopropilico (IPA), hipoclorito de sédio 6%, sabao para lavar loucas e
vinagre. A integridade dos materiais foi avaliada por Microscopia Eletrénica de
Varredura e rugosimetro de superficie, apds protocolos laboratoriais de higienizacao,

simulando 2 anos de uso. Os higienizadores foram também avaliados em relacéo a
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acao antimicrobiana contra micro-organismos comumente encontrados na cavidade
oral (C. albicans, K. Pneumoniae, S. mutans, F. Nucleatum, P. gingivalis). Segundo
0S autores, 0 enxaguatorio a base de alcool e o IPA danificaram a superficie do
metacrilato de polimetila (PMMA) e a escovacdo com dentifricio causou arranhdes e
perda de material. A partir da microscopia eletronica de varredura, verificou-se que
o hipoclorito de sodio causou corrosdo na liga de Co-Cr. O higienizador Polident
Overnight Whitening® apresentou insignificantes mudancas de aspereza a olho nu.
O vinagre e sabdo foram compativeis com todos os materiais. Em relacdo a acao
antimicrobiana, o hipoclorito de sédio promoveu excelentes resultados. Diluicbes
concentradas foram necessarias para IPA e enxaguatoérios bucais serem eficazes. O
Polident foi eficaz contra todos os micro-organismos apos 5 minutos de imerséo. O
dentifricio foi eficaz contra bactérias, mas ndo contra C. albicans. Vinagre e sabé&o
nao apresentaram acao antimicrobiana. Os autores ressaltaram que a importancia
da compatibilidade do material da protese em associacdo a efetividade
antimicrobiana dos higienizadores de protese.

Vasconcelos (2017) avaliou a eficacia antimicrobiana de higienizadores
efervescentes frente biofilme multiespécies e o0s possiveis efeitos na superficie de
liga de cobalto cromo (Co-Cr) e resina termopolimerizavel, apés simulacdo de um
periodo de até 5 anos de imersaos. A partir de uma matriz metélica, padrdes de cera
circulares (12 x 3 mm) foram obtidos e fundidos em liga de Co-Cr (DeguDent®).
ApoOs a esterilizacdo por meio de 6xido de etileno, as amostras foram imersas nos
seguintes higienizadores, de acordo com as instru¢cdes dos fabricantes: Grupo | -
Polident 3 minutes®, Grupo Il - Steradent®, Grupo Il - Polident for Partials®, Grupo
IV- Efferdent®, Grupo V- Corega Tabs®, Grupo VI - Nitradine®, Grupo VII -
Fixodent® e Grupo VIII - Kukident® . Primeiramente, foi avaliada a resisténcia a
corrosdo (Ecorr, Ipass) (n=5) por meio do Potenciostato/Galvanostato. Em seguida,
foram realizadas analises qualitativas complementares com Microscépio Eletrénico
de Varredura (MEV) e Espectrometria de Energia Dispersiva de Raios-X (EDS). Para
a avaliacdo da rugosidade de superficie do metal e da resina, cada disco metalico foi
incluido em mufla preparada por matrizes circulares de cera (20 x 5 mm),
incorporando-o a resina acrilica termopolimerizavel (Classico Ltda®). Os grupos das
4 pastilhas que apresentaram a menor taxa de corrosdo e da agua destilada
(controle) (n=9) foram analisados quanto a rugosidade da superficie metélica e da

resina acrilica (Sa, um) por meio de microscopia confocal a laser. A avaliagcado da
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alteracédo de cor (AE) da resina foi realizada por meio de espectrocolorimetro no
inicio e apds a simulagédo de %, 1, 2, 3, 4 e 5 anos e alteragdo de massa (g), no
inicio e final, em balanca de alta precisédo. Para avaliacdo da eficacia antimicrobiana
0S espécimes mistos foram contaminados com biofilme misto composto por: S.
mutans (Sm), S. aureus (Sa), C. albicans (Ca) e C. glabrata (Cg) e, posteriormente,
imersos nas solucdes higienizadoras, de acordo com as instrugdes dos fabricantes.
Os resultados mostraram que Poliddent 3 minutes causou a menor taxa de corrosao
e NitrAdine, o menor potencial de corrosdo. Com o MEV, verificou-se evidenciacéo
da microestrutura da liga metalica. Quanto a rugosidade superficial do metal, Corega
Tabs (p=0,009) e NitrAdine (p=0,036) causaram aumento na rugosidade em relacao
ao tempo (Friedman). Na resina, houve aumento da rugosidade ap6s 5 anos
(p<0,01). Nao houve diferenca na cor da resina acrilica, tanto em relacdo as
solugbes quanto aos tempos. Quanto a acdo antimicrobiana o higienizador
NitrAdine propiciou reducédo de UFC de Sm. O autor conclui que embora todas as
pastilhas efervescentes ndo tenham alterado a superficie do metal e da resina
acrilica de maneira significativa, nenhuma pastilha efervescente avaliada apresentou
acao antimicrobiana significativa frente ao biofilme misto; sendo que somente o
NitrAdine apresentou alguma acdo antimicrobiana frente ao biofilme, reduzindo a

guantidade de S. mutans.



