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ARAUJO, C.B. Efeito de diferentes protocolos para higienizacio de préteses totais sobre
a Estomatite relacionada a Proétese, biofilme, carga microbiana e odor — Estudo clinico
aleatorizado e controlado. Ribeirdo Preto, 2020. 160p. Dissertagdo de Mestrado (Reabilitacdo
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de protocolos de higienizacdo de proteses totais no
controle da Estomatite Relacionada a Prétese (ERP), bem como do biofilme protético, carga
microbiana e odor. Cento e oito usuarios de proteses totais superiores, bem adaptadas, sem
fraturas ou reparos, diagnosticados com ERP foram aleatorizados em quatro grupos paralelos,
de acordo com o protocolo de higienizacdo: (1) HS0,25%: escovacao do palato e imersdo da
prétese em solucdo de hipoclorito de sédio 0,25% (controle positivo); (2) T0,15%: escovacdo
do palato e imersédo da prétese em solugdo de Triclosan 0,15%; (3) AC: escovacao do palato e
imersdo da prétese em solucdo de &cido citrico (Nitradine); (4) AC2: escovacao do palato com
acido citrico (Periotabs) e imersdo da protese em solucéo de acido citrico (Nitradine). Todos 0s
grupos foram orientados a escovar as proteses trés vezes ao dia (escova macia e sabonete
neutro) e o palato, 1 vez ao dia com escova macia e dgua ou acido citrico. As variaveis de
resposta foram coletadas no Baseline e ap6s 10 dias de uso de cada protocolo, sendo elas:
remissdo da ERP, avaliada por meio da Classificacdo de Newton Modificada; remocdo do
biofilme, avaliada por método computadorizado; redugdo de carga microbiana da protese e do
palato (Candida spp., Gram-negativo, Staphylococcus spp. e Streptococcus mutans) avaliada
por meio da contagem de Unidades formadores de col6nia; nivel de odor da boca e da protese
avaliados por meio do Breath Alert™. Os resultados foram submetidos a testes de Kruskal-
Wallis e Wilcoxon com nivel de significancia de 5%, considerando como fatores de varia¢do o
tempo (Baseline; 10 dias) e os protocolos. Ndo houve diferenca significante entre os protocolos
quanto a reducdo do grau de ERP, remocdo de biofilme, reducdo da contagem de UFC de
Candida spp., C. albicans e S. mutans, e apds 10 dias, houve reducdo significante destes
parametros quando comparados ao Baseline. HS0,25%, T0,15% causaram reducéo significativa
de Gram-negativo se comparado ao Baseline e estes dois protocolos e 0 AC causaram reducao
significante de Staphylococcus spp. em comparacdo ao Baseline. Para Gram-negativo e
Staphylococcus spp., ndo houve diferenca entre os protocolos. Os protocolos ou o tempo nédo
influenciou a contagem de UFC dos microrganismos coletados do palato e o nivel de odor da
prétese e da boca. Com base nos resultados, pode-se concluir que os protocolos avaliados
podem ser indicados para higiene de proteses totais, visto que foram efetivos para todas as
variaveis estudadas.

Palavras-chave: 1. Protese total. 2. Higienizadores de dentadura. 3. Desinfetantes
4. Estomatite sob Protese. 5. Biofilmes. 6. Contagem de Col6nia Microbiana. 7. Odor.
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ARAUJO, C.B. Effect of different protocols for denture cleanser on Denture stomatitis
related, microbial load and odor — Randomized controlled trial. Ribeirdo Preto, 2020. 160p.
Masters Dissertation (Oral Rehabilitation). School of Dentistry of Ribeirao Preto, University of
Séo Paulo.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of denture hygiene protocols on the control
of Denture-Related Stomatitis (DRS), as well as denture biofilm, microbial load and odor. One
hundred and eight users of upper dentures, well adapted, without fractures or repairs, diagnosed
with DRS were randomized into four parallel groups, according to the hygiene protocol: (1) SH
0.25%: brushing the palate and immersing the denture in 0.25% sodium hypochlorite solution
(positive control); (2) T0.15%: brushing the palate and immersing the denture in 0.15%
Triclosan solution; (3) CA: brushing the palate and immersing the denture in a citric acid
solution (Nitradine); (4) CA2: brushing the palate with citric acid (Periotabs) and immersing
the denture in a citric acid solution (Nitradine). All groups were instructed to brush the dentures
three times a day (soft brush and neutral soap) and the palate once a day with a soft brush and
water or citric acid. Response variables were collected in Baseline and after 10 days of using
each protocol, which are: DRS remission, assessed using the Modified Newton Classification;
biofilm removal, assessed by computerized method; reduction of microbial load on the
prosthesis and palate (Candida spp., Gram-negative, Staphylococcus spp. and Streptococcus
mutans) assessed by counting colony-forming units; and odor level of the mouth and denture
assessed by means of Breath Alert™. The results were subjected to Kruskal-Wallis and
Wilcoxon tests with a significance level of 5%, considering time (Baseline; 10 days) and
protocols as factors of variation. There was no significant difference between the protocols in
terms of reducing the degree of DS, removing biofilm, reducing the CFU count of Candida
spp., C. albicans and S. mutans, and after 10 days, there was a significant reduction in these
parameters when compared to Baseline. SH0.25%, T0.15% caused a significant reduction in
Gram-negative compared to Baseline and these two protocols and the AC protocols showed a
significant reduction in Staphylococcus spp. in comparison to Baseline. For Gram-negative and
Staphylococcus spp., there was no difference between the protocols. The protocols or the time
did not influence the CFU count of the microorganisms collected from the palate and the odor
level of the mouth and the denture. Based on the results, it can be concluded that the evaluated
protocols can be indicated for hygiene of complete dentures, since they were effective for all
variables studied.

Keywords: 1. Complete denture. 2. Denture cleaners. 3. Disinfectants 4. Stomatitis-related
Denture. 5. Biofilms. 6. Microbial Colony Count. 7. Odor
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1.INTRODUCAO

A ocorréncia do edentulismo ¢é significativa especialmente entre o0s idosos
(GENDREAU et al., 2011), levando ao uso de proteses totais para a reabilitacdo do sistema
estomatognatico. Entretanto, a superficie da resina acrilica torna-se passivel de deposicédo de
glicoproteinas salivares e imunoglobulinas (0,5 a 1,5 um de espessura) que possibilitam a
aderéncia de detritos orais (mucina, particulas de alimentos e células epiteliais descamadas) e
microrganismos formadores de biofilme (SHAY et al., 2000), que é uma organizacdo complexa
de bactérias, fungos (na sua maioria Candida spp.) e células epiteliais descamadas (RABIN et
al., 2015). Assim, quando este biofilme ndo é removido adequadamente, torna o aparelho
protético um reservatdrio de microrganismos responsaveis por doengas da cavidade bucal bem
como pelo agravamento de doencas sistémicas (FELTON et al., 2016).

Uma das doencas frequentes na cavidade bucal de individuos usuarios de proétese total
é a Estomatite Relacionada a Protese (ERP), caracterizada, clinicamente, por diferentes graus
de inflamacdo da mucosa que suporta a protese total (SALERNO et al., 2011). Esta pode ser
assintomatica ou manifestar-se com ardéncia na regido do palato, principalmente na hora da
degluticdo. A gravidade da ERP pode ser diagnosticada de acordo com a classificacdo de
Newton, modificada por KABAWAT et al. (2014) por meio da atribuicédo de escores sendo tipo
IA (petéquias no tecido palatal normal), tipo IB (&reas localizadas de inflamacdo da area
recoberta pela protese), tipo Il (area generalizada de inflamacdo) e tipo Il (superficie
hiperplésica). E uma inflamacg&o causada pela associacio de diferentes fatores como uso de
préteses mal adaptadas, uso continuo e noturno das proteses, hipossalivacdo e ma higiene. A
higiene inadequada é considerada um dos principais fatores responsaveis pela evolucdo da
doenca, visto que a presenca do biofilme na prétese tem alta prevaléncia de Candida spp.
(KOSSIONI, 2011; BADARO et al., 2017a; FELIPE et al., 2018).

Embora a ERP seja uma inflamacgéo cronica da mucosa bucal, o seu diagnéstico pode
estar relacionado ao diagndstico de diferentes condicdes sistémicas (MERCUT et al., 2015;
HANNAH et al, 2017; MACIAG et al., 2017; OSMENDA et al., 2017). Estudos clinicos
correlacionam a Estomatite Relacionada a Protese as infecgdes respiratdrias como pneumonia
aspiratoria (O'DONNELL et al. 2016).

Considerando a etiologia fangica, o tratamento local ou sistémico com antifingicos
(anfotericina B, flucitosina e triazois) & o mais comumente empregado (KABAWAT et al.,
2014). Entretanto, verifica-se que o tratamento sisttmico pode apresentar falhas devido a

resisténcia dos microrganismos a estes medicamentos e recidiva da inflamacdo apo6s a
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suspensdo do tratamento. Além disso, existe a possibilidade de efeitos colaterais como nuseas,
vomitos, hepatotoxicidade, disfungdes renais e hepéticas (FELIPE et al., 2018).

Além de sua relacdo com a ERP, os microrganismos que compdem o biofilme tem
relacdo também com a producdo de gases uma vez que sdo capazes de decompor restos
alimentares e proteinas. Estes gases sdo compostos sulfurados volateis (CSV), sulfeto de
hidrogénio (H.S), metil mercaptano (CHsSH), sulfeto de dimetila [(CH3).S] e &cidos orgéanicos
(YAEGAKI et al., 2000) responsaveis pela halitose, também conhecida como mau hélito ou
mau odor bucal (KAYOMBO et al., 2016). Apesar da etiologia bucal, a halitose também pode
estar relacionada a problemas gastricos, como refluxo, esofagites, hérnias de hiato entre outras
doencas, porém a prevaléncia de situacOes de higienizacdo precaria associadas a halitose é
relativamente maior do que as demais patologias (AKAJI et al., 2014). Este problema néo sé
estd associado a condicdo de saude do paciente mas também com o fator social, podendo
interferir nas relacbes pessoais (UENO et al., 2007; CORTELLI et al., 2008). Nos usuérios de
préteses totais, muitas vezes a higiene da cavidade bucal e do aparelho protético ndo é realizada
adequadamente resultando em mau odor (VERRAN, 2005). A cromatografia gasosa é um
método utilizado para identificar a presenca dos CSV (AWANO et al., 2002; MURATA et al.,
2002; QUIRYNEN et al., 2003; VAN DEN BROEK et al., 2007). E uma técnica especifica
que pode ser realizada com o auxilio do OralChroma, aparelho portéatil que quantifica os gases
em partes por bilhdo (ppb), de custo relativamente alto, porém oferece resultados precisos
(NAKANO et al., 2002; VAN DEN BROEK et al., 2007). Os compostos sulforados também
podem ser mensurados com outros aparelhos como o Halimetro ¢ o Breath Alert™, que ¢ um
monitor de sulfeto de menor porte e mais simplificado se comparado ao OralChroma, que
apresenta seus resultados em escores. Estes aparelhores demonstraram ser capazes de
diagnosticar a halitose assim como o método organoléptico, que é a técnica considerada o
“padrdo ouro” para tal analise (BRUNNER et al., 2010; OLIVEIRA-NETO et al., 2013;
GODHA et al., 2016; FALCAO et al. 2017).

Pelo nosso conhecimento, ndo ha evidéncia cientifica entre a relacdo do uso de
prétese/biofilme/odor, embora pesquisadores relacionarem o uso de préteses como fator
agravante para o mau odor (PRATIBHA et al., 2006; CORTELLI et al., 2008; GARRETT,
2010). De acordo com Verran (2005), a natureza, origem e extensdo do mau odor em usuarios
de dentaduras é mal definida, mas muitas espécies capazes de produzir compostos fétidos estdo
presentes. A ampla faixa etaria e as diversas comorbidades apresentadas pelos usuarios de
préteses confunde ainda mais a investigacdo. H& necessidade de mais trabalho na area, tanto

por motivos cosméticos quanto relacionados a salude, na crescente populacao idosa.
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Dentre as solugdes comumente utilizadas para higiene de préteses, encontra-se 0s
peroxidos alcalinos (ULUDAMAR et al., 2009; SILVA-LOVATO et al., 2010; PARANHOS
et al., 2013; COIMBRA et al., 2016; PERACINI et al., 2016) em forma de pastilhas
efervescentes, e hipoclorito de soédio. Dentre eles, o hipoclorito, mesmo em baixas
concentragdes (0,25%, 0,2%) (JURCZYK et al., 2016; BADARO et al., 2017; ARRUDA et al.,
2017) preenche quase todos os requisitos exigidos pela Council on Dental Materials (Council
On Dental Materials, 1983), uma vez que é eficaz na remoc¢édo do biofilme e eliminacdo dos
microrganismos, é de baixo custo e pode ser facilmente implementado (DE SOUSA PORTA et
al., 2015). Entretanto, pode causar hipersensibilidade e alergia nos pacientes (CHIA SHI ZHE
et al.,, 2016; GUIVARC'H et al., 2017), além de possuir odor desagradavel e causar
manchamento de roupas e tecidos, interferindo assim, na adesdo ao uso. Além disso, 0
hipoclorito € contraindicado para proteses parciais removiveis por causar a oxidacdo do metal
(FELIPUCCI et al., 2011; PISANI et al., 2012; AMIN et al. 2014; FREIRE et al., 2014,
PARANHOS et al., 2013; NEPPELENBROEK et al., 2015). Considerando que, em muitas
ocasifes ha a conjugacéo de proteses totais e parciais removiveis, este fato também prejudica o
estabelecimento de um protocolo de higiene adequado, associando a escovacdo com a imersdo
em hipoclorito.

Assim, pesquisas com novas solugdes que possam ser utilizadas como alternativa ao
hipoclorito sdo necessarias. Substancias como o Triclosan, (éter 2,4,4'-tricloro-2'-hidroxi-
difenil) e o acido citrico podem ter potencial para serem utilizados no controle do biofilme da
prétese total. O Triclosan € um composto antibacteriano que tem sido utilizado em produtos de
consumo héa cerca de 40 anos. A tolerabilidade e seguranca do Triclosan foram avaliadas em
voluntarios humanos, demonstrando que ha pouca indicacdo de toxicidade ou de sensibilizag&o.
O mesmo € o ingrediente ativo em inimeros produtos de cuidados pessoais, e em muitas
formulacGes para higiene bucal incluindo dentifricios, enxaguantes bucais, sabonetes
antibacterianos, desodorantes, produtos cosméticos, antissépticos e antitranspirantes. E também
encontrado em materiais de limpeza e € infundido em um ndmero crescente de produtos de
consumo, tais como utensilios de cozinha, brinquedos, roupas de cama, roupas, tecidos e sacos
de lixo (RODRICKS et al., 2010). Em baixas concentracdes, o Triclosan inibe as enzimas da
biossintese bacteriana de acidos graxos [Fabl ou InhA (proteina transportadora 2-trans-enoil-
acil redutase) em Mycobacterium spp.] através da formacdo de uma substancia ndo covalente
complexa com NAD + de Fabl; em altas concentragdes, induz ao vazamento de K + levando a
lise celular por efeitos na sintese de RNA e proteinas (STEWART et al., 1999; SCHWEIZER,
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2001; YUEH; TUKEY, 2016). Komiyama et al. (2010), ao buscarem novas solugdes de
desinfec¢do para escovas de dente, concluiram que suspensdes de agua e dentifricio contendo
Triclosan foram eficazes, ndo toxicas, com bom custo-beneficio, e alternativa de facil aplicagéo.
Yigit, Aktas, Ayyildiz (2008) avaliaram a atividade antifungica de diversos dentifricios,
constatando que o dentifricio que continha Triclosan inibiu o crescimento de todas as espécies
de Candida analisadas, produzindo halos de inibicdo mais amplos contra espécies de C.
pseudotropicalis, C. candidum, C. Lipolytica isolados da cavidade oral, e contra C. glabrata e
C. lipolytica isolados de proteses.

O acido citrico é um 4cido orgénico utilizado como aditivo alimentar, e que pode ser
utilizado com seguranca por idosos. De acordo com Izumi et al. (2016) o cido citrico em agua
apresenta efeitos antimicrobianos comparaveis aos produtos comerciais para higiene de
préteses, apresentando potencial para ser aplicado na limpeza quimica de proteses. O
NitrAdine™ (Medical Interporous) ¢ um produto de higiene & base de &cido citrico, em forma
de pastilha que em contato com a agua se decomp@e em &cido citrico, lauril sulfato de sédio
(detergente/lubrificante), cloreto de sodio, bicarbonato de sodio (efervescente/abrasivo),
monopersulfato de hidrogénio e potassio, povidona (ligante) e lactose monohidratada
(umectante). Tem sido utilizado para higiene de proteses totais e aparelhos ortod6nticos por
apresentar acdo antimicrobiana contra varios microrganismos, tais como Candida albicans,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e virus (SILVA-LOVATO et al., 2010;
FATHI et al., 2015). O 4cido citrico promove a liberacdo de didxido de carbono para ajustar o
pH, ao passo que outros componentes da formula produzem bolhas de gas que caracterizam o
efeito efervescente dos comprimidos de limpeza (FATHI et al., 2015).

Além da higiene da prétese para controle da ERP, estudos indicam que a escovacao do
palato com escova macia e agua pode contribuir para a melhora da inflamacéo (de SOUZA et
al., 2017; BADARO et al., 2020). Revisando a literatura, pode-se verificar que o acido citrico
associado a lactose monoidratada tem efeito promissor sobre o controle dos microrganismos
presentes em doenca periodontal (SAKLY et al., 2017), o qual poderia ser associado a
escovacao do palato para melhorar os efeitos deste procedimento quando realizado com &gua.

Com base na literatura e na necessidade clinica do controle da ERP, o estabelecimento
de protocolos de higiene efetivos, de baixo custo e inertes aos pacientes pode contribuir com a
prevencdo e com o tratamento da inflamacgdo, aumentando as chances da manutengéo adequada
das condi¢des de saude bucal, principalmente dos idosos hospitalizados ou residentes em casas

de repouso e que dependem de profissionais de saide ou membros da familia para os cuidados
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pessoais (CHANDRA et al., 2001; MALLICK et al., 2016; ARRUDA et al., 2017; BADARO
etal., 2017a; SALLES et al., 2017; FELIPE et al., 2018).
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2.0BJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O objetivo deste estudo foi avaliar, in vivo, o efeito das solucdes de triclosan a 0,15% e
de acido citrico, quando comparados ao hipoclorito de sddio a 0,25%, frente a remisséo de ERP,
remoc¢do do biofilme, reducdo da carga microbiana e odor. A hip6tese nula assumiu que 0s
efeitos causados pelos protocolos avaliados seriam semelhantes aos efeitos da solucdo de
hipoclorito de sddio a 0,25%.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar o efeito dos protocolos de higiene quanto a Remisséo da Estomatite relacionada
a Protese.

e Avaliar o efeito dos protocolos de higiene quanto a remocdo do biofilme e acéo
antimicrobiana contra diferentes espécies de microrganismos coletados, identificados e
quantificados a partir da protese e do palato.

e Avaliar o efeito dos protocolos de higiene no nivel de odor da prétese e da cavidade
bucal e a diferenca entre eles.

e Correlacionar Remissdo de Estomatite relacionada a Protese, Remocédo de Biofilme,

Carga microbiana e Odor da protese e da boca.
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3.MATERIAL E METODOS

3.1. Delineamento do estudo

Este estudo foi desenvolvido com base em um modelo de ensaio clinico randomizado,
duplo-cego, controlado e grupos paralelos nomeados de acordo com cada protocolo de higiene.
A amostra foi composta por voluntarios desdentados totais usuérios de protese total
convencional diagnosticados com Estomatite relacionada a protese (ERP), frequentadores da

Disciplina de Prétese total da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de
Séo Paulo.

As variaveis de resposta foram:

1. Remissdo da Estomatite Relacionada a Protese (desfecho primario);

2. Capacidade de remocéo de biofilme;

3. Identificacdo e contagem da carga microbiana de Candida spp., Staphilococcus spp.,
microrganismos Gram-negativo e Streptococcus spp.;

4. Nivel de odor da boca e da protese.

Os fatores de variacdo foram os diferentes protocolos de higiene e o tempo em funcédo do
uso, sendo Baseline e 10 dias ap6s a instituicdo dos protocolos. Os produtos utilizados no estudo
estdo apresentados na Tabela 1 e, na Figura 1, se encontra o fluxograma da pesquisa.

A estimativa do tamanho amostral foi realizada com base no desfecho primario, sendo
este a remissdo da Estomatite relacionada a Protese, e calculada com auxilio da plataforma
Open Source Epidemiologic Statistics (openepi.com) segundo orientacdes de Sullivan et al.
(2009). Para o célculo, foram considerados média de 1,5 (0,86) (grupol - salina) e 2,33 (1,07)
(grupo 2 - hipoclorito de sodio) (ARRUDA et al. 2017), intervalo de confianca (bilateral) de
95% e poder de 80%. O resultado apontou tamanho amostral de 22 individuos para cada grupo
para evidenciar diferencas estatisticas significantes. Prevendo as possibilidades de perda, foi

previsto o recrutamento de 25 participantes por grupo, totalizando 100 individuos.
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Tabela 1 — Produtos utilizados no estudo.

Produto

Fornecedor

Composicao

NitrAdine®

bonyfAG, Liechtenstein,

Europa

Acido citrico, lauril sulfato de sodio,
lactose monoidratada, bicarbonato de
sodio, cloreto de sédio, monopersulfato
de hidrogénio e potassio, carbonato de
sodio, flavorizante e copolimero PVP/VA

PerioTabs®

bonyfAG, Liechtenstein,

Europa

Acido citrico, lauril sulfato de sodio,
lactose monoidratada, bicarbonato de
sodio, cloreto de sédio, monopersulfato
de hidrogénio e potassio, carbonato de
sodio, flavorizante e copolimero PVP/VA

*Triclosan

*Mix das esséncias,
Belo Horizonte, MG,
Brasil.

**10 mL de solucdo de hidréxido de
sodio 0,056 M + 0,15 g Triclosan =
0,15% (1,5mg/mL)

Hipoclorito de sddio

Super Candida ®
Inddstria Anhembi,
Osasco, Sao Paulo,

Brasil

**Hipoclorito de sédio a 0,25%

Sabdo neutro

Pleasant, Perol
Comercial e Industrial
Ltda., Ribeirdo Preto,

Sao Paulo, Brasil

Lauril sulfato de sédio, dietanolamina,
cocamidopropil, betaine, metilparabeno,
poliquatemium 7, acido citrico,
polietileno glicol, base perolizada,
perfume e gua

Escova especifica para
Protese
BDC150/152/153
(Escova Dental

Curaprox, Curaden
Swiss do Brasil Imp.
Exp. LTDA, Séo
Caetano do Sul, Sdo
Paulo, Brasil

Escova dental Manual
CS 5460C Adulto
Ultra Macia

Curaprox, Curaden
Swiss do Brasil Imp.
Exp. LTDA, Séo
Caetano do Sul, Sao
Paulo, Brasil

* Principio ativo puro; ** Solucdes preparadas no Laboratorio de Pesquisa em Reabilitagdo Oral da Faculdade de

Odontologia de Ribeirdo Preto.
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Figura 1- Fluxograma da pesquisa clinica.

Consulta 1 (Dia -7 e 0)

Rastreamento e interceptacdo dos participantes

v

Consulta 2 (Baseline ou dia 0)

Aleatorizagao dos Primeira coleta das 5 ici
articipantes de cada grupo o colet InstrugBes aos participantes

v
Consulta 3 (Dia 5)

Esclarecimento de ddvidas

Consulta 4 (Dia 11)
Segunda coleta das amostras

Fonte: ARAUJO, C.B.

3.2. Consideracdes éticas

Esta proposta foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia
de Ribeirdo Preto (CAAE: 93712418.1.0000.5419). Informacdes detalhadas foram dadas a cada
possivel participante antes dos exames iniciais, e a assinatura do Termos de Consentimento Livre e
Esclarecido foi pré-requisito para o recrutamento. Como clausula do consentimento, foi garantido
aos individuos o direito de desistir do estudo a qualquer momento. Todos 0s documentos relativos
aos participantes, como termos de consentimento e dados clinicos, foram guardados em armario
trancado a fim de garantir sua confidencialidade. Dados eletrénicos manipulados pelos

pesquisadores continham cddigos numéricos no lugar dos nomes.

3.3. Selecéo dos participantes

Apds a aprovacio do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica, 108 individuos usuarios
dos servigos da disciplina de Protese Total da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto,
foram avaliados por meio de anamnese e exame clinico, para verificacdo do estado geral de
salde e condicdo da cavidade bucal. Aqueles que foram diagnosticados com ERP foram
informados sobre a pesquisa e uma vez demonstrando interesse em participar, foram avaliados

segundo os critérios de elegibilidade, atendendo aos critérios de inclusdo e exclusao.
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3.3.1. Critérios de incluséo

Foram considerados individuos de ambos os sexos, com estado geral de salde bom,

portadores de prétese total superior e inferior ou pelo menos a superior, confeccionadas em

resina acrilica termicamente polimerizada e dentes de acrilico e apresentar habitos de higiene

regulares. Foram incluidos participantes diagnosticados com ERP entre os tipos 1A, IB, 1l ou

I11 e com proteses contendo biofilme, cujo escore deveria ser igual ou maior que 1.

Para diagndstico inicial para inclusdo dos participantes na pesquisa, bem como a

avaliacdo do grau de ERP apods a utilizacdo dos protocolos de higiene foi utilizada a
Classificacdo de Newton Modificada (KABAWAT et al., 2014), sendo:

0 (zero): mucosa saudavel;

Tipo 1A: petéquias no tecido palatal normal, geralmente encontradas ao redor dos orificios
dos dutos das glandulas da mucosa do palato;

Tipo IB: &reas localizadas de inflamacé&o na area recoberta pela prétese total;

Tipo II: area generalizada de inflamacg&o envolvendo a &rea recoberta pela prétese total;
Tipo I11: superficie hiperplasica do palato com inflamacéo da area recoberta pela prétese
total.

A quantificacdo de biofilme foi realizada de acordo com o indice Aditivo

(AMBJZRNSEN et al., 1982) da seguinte forma:

As préteses totais foram removidas da cavidade bucal dos pacientes e enxaguadas em agua
corrente por 5 segundos para remocao do excesso de saliva e secas com um jato de ar por
10 segundos;
A superficie interna foi dividida em cinco areas: papila incisiva; duas areas localizadas
lateralmente a 1 cm da linha mediana e area posterior de ambas as tuberosidades. Cada area
foi visualmente limitada com um circulo de 1 cm de didmetro e o exame foi realizado sob
iluminacdo do refletor de luz do equipamento odontolégico.

A quantidade de biofilme das proéteses totais foi avaliada por meio da atribuicdo de

escores para cada area, sendo:

Escore 0: sem biofilme;
Escore 1: biofilme visivel ao raspar a superficie com instrumento rombo;
Escore 2: acimulo de biofilme moderado, visivel na presenca de luz;

Escore 3: acimulo abundante de biofilme.
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3.3.2. Critérios de excluséo

Foram excluidos da pesquisa individuos que apresentavam proteses com problemas na
adaptacdo, com reembasamentos, reparos ou fraturas; alergia a algum dos produtos estudados;
doengas cronicas ndo controladas ou doencas infecciosas; uso de medicamentos como
antidepressivos, antibiéticos, antifungicos, imunossupressores, anticoagulantes e corticoides
durante os Gltimos 3 meses que antecederam a pesquisa; destreza manual insuficiente para
realizar a higienizacdo das proteses e da cavidade; dificuldade de compreender a lingua
portuguesa ou com problemas cognitivos que pudessem interferir no cumprimento das
orientacOes fornecidas.

Aos individuos que preencheram os critérios de elegibilidade, foi apresentado o Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A) para ciéncia e assinatura.

3.4. Protocolos de higiene
Uma sequéncia numérica aleatoria foi gerada pelo computador (Excel 2013, Microsoft

Office, Washington, EUA) para distribuicdo dos participantes em funcdo do protocolo a ser

utilizado:

1. Protocolo Hipoclorito de sédio a 0,25% (HS0,25%; controle positivo): imersao das proteses
em 150 mL de solugdo de hipoclorito de sédio a 0,25% (n=27) por 20 minutos, uma vez ao
dia; escovacdo da protese com escova especifica e sabdo neutro por 2 minutos, 3 vezes ao
dia; escovacdo do palato com escova dental macia e &gua por 2 minutos, uma vez ao dia.

2. Protocolo Triclosan a 0,15% (T0,15%): imersdo das proteses em 150 mL de solucdo de
Triclosan a 0,15% (n=27) por 20 minutos, uma vez ao dia; escovacao da protese com escova
especifica e sabdo neutro por 2 minutos, 3 vezes ao dia; escovacdo do palato com escova
macia e dgua por 2 minutos, uma vez ao dia.

3. Protocolo Acido citrico (AC): imersdo das proteses em 150 mL de agua e um tablete de
Acido citrico (n=27) por 15 minutos, uma vez ao dia; escovacio da prétese com escova
especifica e sabdo neutro por 2 minutos, 3 vezes ao dia; escovacdo do palato com escova
macia e dgua por 2 minutos, uma vez ao dia.

4. Protocolo Acido citrico 2 (AC2): imersdo das proteses em 150 mL de &gua e 1 tablete de
Acido citrico (n=27) por 15 minutos, uma vez ao dia; escovacio da prétese com escova
especifica e solucdo de 15 mL de acido citrico e lactose monoidratada por 2 minutos, trés
vezes ao dia; escovagdo do palato com escova macia e solucdo de 15 mL de &cido citrico e

lactose monoidratada por 2 minutos, uma vez ao dia.
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Todos os pacientes foram instruidos para realizar a higiene apds as principais refeicdes
e a manter as proteses em um recipiente com &gua limpa durante o periodo noturno e, ao
amanhecer, enxagua-las em agua corrente antes de inseri-las na cavidade bucal. As orientacGes
foram dadas de forma verbal e por escrito com linguagem simplificada e esquematizada em
panfletos para melhor compreenséo do protocolo de higiene (Apéndices B, C e D).

O periodo experimental foi de 10 dias, com uma consulta no 5° dia apds o inicio do
estudo para esclarecimento de dividas e acompanhamento da realiza¢do dos protocolos.

O presente estudo ndo apresentou grupo negativo. A solucdo de referéncia para
comparacao dos resultados foi o hipoclorito de sodio a 0,25% em funcéo de seus resultados
prévios serem positivos (BADARO et al. 2017 a e b; ARRUDA et al., 2017 e 2018).

3.5. Controle dos vieses

Por se tratar de um estudo duplo-cego, cada pesquisador obteve sua atribuicéo
especifica:

P1 (CHLYS): delineamento experimental, orientacdo da pesquisa, avaliacdo da ERP no Baseline
e apos a utilizacdo dos protocolos;

P2 (VCO): preparagao dos produtos e aleatorizagdo dos participantes de acordo com o protocolo
de higiene a ser utilizado;

P3 (CBA): exame dos pacientes, coleta das amostras, processamento das amostras e leitura dos
dados;

P4 (ABR): distribuicdo dos protocolos e orientacdo dos participantes;

P5 (APM): analise estatistica dos dados;

P6 (HFOP): avaliacdo da ERP no Baseline e apds a utilizacdo dos protocolos.

O sabdo neutro e as solucdes foram disponibilizados aos participantes em frascos
dosadores idénticos e com quantidade suficiente para o uso continuo durante 10 dias para maior
controle e acompanhamento do protocolo de higiene. O acido citrico foi retirado da embalagem
e colocado em embalagens plasticas, opacas e sem identificacéo.
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3.6. Intervencdes e desfechos

3.6.1. Desfecho primario

3.6.1.1. Avaliacdo da Estomatite Relacionada a Prétese (ERP)

Com o objetivo classificar a ERP antes e ap0s a utilizacdo dos protocolos, fotografias
padronizadas do palato foram realizadas com cdmera digital com o foco centralizado na regido
da rafe mediana (Canon EOS, Objetiva Canon EF Macro 100 mm/2:8 e Flash Circular Canon
ML3), as quais foram transferidas e analisadas em computador. A atribuicdo dos escores
segundo a classificacdo de Newton modificada por Kabawat et al. (2014) foi realizada por dois
pesquisadores (P1 e P6), previamente calibrados. Cada escore recebeu um numero de 0 a 4
indicando desde a condi¢do saudavel da mucosa até o grau Tipo 1l de Estomatite relacionada

a protese.

3.6.2. Desfechos secundérios:

3.6.2.1. Capacidade de remocao do biofilme

Os aparelhos protéticos foram removidos da cavidade bucal pelo pesquisador e
acondicionados em recipientes identificados para serem transportados ao Laboratério de
Pesquisa em Reabilitacdo Oral, onde foram enxaguados em agua corrente por cinco segundos
e secos com o jato de ar da seringa triplice, por 10 segundos. A superficie interna da protese
total superior foi corada com evidenciador de biofilme vermelho neutro a 1% com auxilio de
uma haste com algoddo. A prétese foi enxaguada novamente por cinco segundos para remogao
do excesso do evidenciador e seca com o0 jato de ar durante 10 segundos. As préteses foram
fotografadas com distancia lente/objeto e tempo de exposicdo padronizados. A maguina foi
posicionada em estativa (CS-4 Copy Stand Testrite Inst. Co., Inc., Newark, NJ, USA) e a
prétese em uma mesa regulavel (Delineador, Bioart, Sdo Carlos, SP, Brasil) para permitir que
a superficie a ser fotografada ficasse com angulacdo de 45° em relacéo ao a camera fotogréafica.
A distancia foi calibrada a partir do foco obtido com a porcdo de maior altura do palato da
protese (PARANHOS; SILVA- LOVATO, 2004).

A imagem obtida foi processada no software PowerPoint (versdo 2013, Microsoft
Windows) para a remocédo do fundo (Figura 2) e foi salva no mesmo formato (JPG) e resolucéo
(72 dpi) da imagem original para calcular a porcentagem da superficie coberta pelo biofilme.
Em seguida, através do software NIS-Elements BR (Nikon Instruments Inc., 2019), com a
imagem sem o fundo e a fotografia original foi possivel obter o valor da area total e da area do
biofilme corado na superficie interna da protese total superior, em pixels (Figuras 3 a 7).
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Figura 2a — Remocdo do fundo das imagens obtidas da protese total superior, com auxilio do
software PowerPoint.
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Fonte: ARAUJO, C.B.

Figura 2b — Adequacdo de sombras no software PowerPoint.

Arquivo [EEENREEPIGERNNE  Apresentagdo de Slides  Bxibir  Formatodalmagem Q) Diga-me o que vocé deseja fazer

S © & 8 M

Marcar Areas Marcar Areas Excluir | Descartar Todas  Manter
para Manter para Remover Marca as Alteragbes  Alteragoes
Refinar Fechar

1 Fechar Remogao de Plano de Fundo e Manter Alteragées

Fechar a Remogdo de Plano de Fundo e manter todas as
alterages.

Fonte: ARAUJO, C.B.



Material e Métodos |59

Figura 3 — Fotografia original e imagem sem o fundo pareadas para comparacao da area real
do biofilme corado.
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No item MCH da caixa de didlogo do “Define Threshlod”, por meio da alteragdo da
barra de cor verde (Figuras 4a, 4b e 4c) foi possivel definir a area correspondente ao biofilme
e com a func¢do “Measure” o software calculou a area e os valores foram indicados na caixa

inferior “Automated Measurement Results”, em pixels (Figuras 5 a 7).

Figura 4a — Selecdo da ferramenta “Define Threshold” para a determinagéo das areas, em
Pixel.
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Figura 4b — Defini¢do da area de biofilme pelo ajuste na cor verde na caixa dialogo “Define
Threshlod”.
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Figura 4c —Area total da protese demarcada.
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Figura 5 — Selecéo da ferramenta “Load Default” utilizada para a obtencdo dos valores das éreas.

Fonte: ARAUJO, C.B.
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Figura 7- Extracdo dos resultados realizados pelo programa para o Excel.
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Para calcular a porcentagem de biofilme (x), foi utilizada a relacdo entre a quantidade
de pixels na area de biofilme (area corada) multiplicada por 100, pela quantidade de pixels da

superficie interna total da protese.

quantidade de pixels na area corada x 100

X = p p T
quantidade de pixels da superficie interna total

3.6.2.2. Avaliacdo da carga microbiana das proteses e do palato

Para a coleta do biofilme das préteses, apds a fotografia, elas foram colocadas em placas
de Petri, em zona asséptica, para dissolucdo do biofilme com escova esterilizada (Tek, Cerdas
macias Johnson & Johnson do Brasil Industria e Comércio de Produtos para Saude Ltda., S. J.
dos Campos, SP, Brasil) e solucéo tampéo (PBS- phosphate buffered saline) (PANZERI et al.
2009) (Figura 8). A solugdo obtida foi transferida, com auxilio de uma pipeta, para um tubo de
ensaio com pérolas de vidro (PARANHOS et al., 2013).

Para coleta das amostras do palato, uma escova estéril para citologia foi friccionada nas
regides palatinas acometidas pela estomatite relacionada a prétese (KABAWAT et al., 2014)
(Figura 9). Em seguida, a ponta ativa foi seccionada e armazenada em tubo estéril contendo 5
mL de solucdo PBS.
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Figura 8 — Coleta do biofilme da prétese total superior com escova esterilizada e solugéo
tampao.

Fonte: ARAUJO, C.B.

Figura 9 — Friccdo do palato com escova de citologia para coleta do biofilme.

Fonte: ARAUJO, C.B.

As solucBes com as amostras coletadas da protese e do palato foram agitadas por 1
minuto com o auxilio de um agitador Vortex (Phoenix® — AP56, Ind. E Com. de Equip.
Cientificos Ltda, Araraquara, SP, Brasil). Em seguida 50 uL das soluc¢des foram diluidos em
450 pL de PBS, obtendo-se diluicbes seriadas de 107t a 1073, e semeadas em placas de Petri
com meio de cultura especifico para o crescimento de Candida spp., bactérias Gram-negativas,
Staphylococcus spp., e Streptococcus mutans. As placas foram incubadas em estufa

microbioldgica (De Leo Equipamentos Laboratoriais, Porto Alegre, RS, Brasil) a 37°C durante
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48 horas. A incubacdo das placas para o crescimento de S. mutans foi em ambiente de

microaerofilia em jarra de anaerobiose (Permution, Curitiba, PR, Brasil).

A semeadura foi feita em placas de Petri contendo os seguintes meios de cultura:

e CHROMagar (CHROMagar™ Candida, Becton Dickinson, Paris, Franca): utilizado para
isolar e identificar as espécies de Candida por meio das caracteristicas morfotintoriais das
colonias;

e MacConkey Agar (Himedia Laboratories PVI Ltd, Mumbai, india): utilizado para isolar
microrganismos Gram-negativo por meio da fermentacgdo de lactose;

e Manitol salgado Agar (Kasvi Imp. e Dist. de Prod. para Laboratdrios Ltda, Curitiba, Brasil):
utilizado para isolar espécies de Staphylococcus por meio da fermentacdo do Manitol;

e SB20 Agar Modificado com casitona (Himedia Laboratories PVI Ltd, Mumbai, india),
extrato de levedura (Himedia Laboratories PVI Ltd, Mumbai, india), L-cisteina (Vetec
Quimica e Ina Ltda, Duque de Caxias, RJ, Brasil), sulfito de sddio (Chemco Industria e
Comércio Ltda, Hortolandia, Brasil), bacitracina (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri,
EUA), acetato de sodio (Dindmica Quimica Contemporanea Ltda, Diadema, SP, Brasil),
acucar cristal (LabSynth Produtos para Laboratorios Ltda, Diadema, SP, Brasil), Agar-agar
(Kasvi Imp. e Dist. de Prod. para Laboratorios Ltda, Curitiba, PR, Brasil) e &gua
(SARAVIA et al. 2013): utilizado para isolar Streptococcus spp..

Apbs o periodo de incubacdo, foi realizada a contagem de Unidades Formadoras de

Col6nias (Figura 10) para quantificacdo da carga microbiana. Para o célculo de UFC/mL, foi

considerada a diluicdo em que o nimero de UFC variou entre 0 e 300 coldnias, empregando a

férmula: UFC/mL = n° de coldnias x 10?
q

sendo, n: valor absoluto da diluicdo (0, 1, 2 ou 3); q: quantidade (mL) pipetada para cada
diluicdo quando da semeadura (0,05).
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Figura 10 — Placa de Petri com meio de cultura especifico: A - Crescimento de Candida spp.;
B - Crescimento de Gram-negativo; C - Crescimento de Staphylococcus spp.; D -
Crescimento de Streptococcus mutans. As setas indicam uma unidade formadora de colénia.

A — Candida spp.

Fonte: ARAUJO, C.B.
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3.6.2.3. Classificacdo do odor da boca e da protese

A avaliacdo do odor foi realizada por meio do aparelho portatil Breath Alert™ (Tanita
Corporation® - Japan), de acordo com as instrucdes do fabricante. O equipamento foi zerado e
agitado para eliminar todos os odores residuais provenientes do ambiente ou do uso anterior.
Ao ligar o aparelho e ap6s o primeiro bip, um canudo de 4 cm de comprimento foi posicionado
entre os labios do participante (Figura 11), que soprou até o aparelho sinalizar, com um segundo
bip, a captacdo dos gases (PEDRAZZI et al., 2004). O nivel de odor foi medido por um gréafico
gerado no visor do equipamento, que indica valores que podem variar de 1 a 4 para classificacdo
do odor, sendo:

Escore 1: Inodoro, normal;

Escore 2: Odor leve, normal;

Escore 3: Moderado, mau halito - perceptivel;

Escore 4: Forte odor, perceptivel.

Figura 11 — Obtencdo do odor com o auxilio do aparelho portatil Breath Alert™ e de
canudo plastico.

Fonte: ARAUJO, C.B.

A captura de gazes foi realizada com o participante com (O1) e sem as préteses (0O2) na
cavidade bucal, respectivamente. Para andlise do odor referente a protese foi calculado a
diferenca entre: odor da cavidade com a protese e odor da cavidade sem a protese. Todos 0s

individuos foram orientados a ndo se alimentar pelo menos 2 horas antes da realizagcdo do exame
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e nédo utilizar perfumes, cremes perfumados ou enxaguantes bucais no dia da realizagdo do

exame.

3.7. Anédlise dos dados

Os dados foram analisados considerando:
1. Fatores de variacéo:
e Protocolos de higiene em 4 niveis (de acordo com os protocolos; amostras independentes);
e Tempo de avaliacdo em dois niveis (Baseline e ap6s a utilizacdo dos protocolos por 10

dias; amostras vinculadas).

2. Variaveis:
e Remissdo da Estomatite Relacionada a Protese;
e Remogé&o do biofilme;
e Redugdo da carga microbiana;
e Odor da protese, da boca e a diferenca.

Os dados foram avaliados quanto a distribuicéo junto a curva normal (Teste de Shapiro-
WilK) o qual identificou distribuicdo ndo-normal dos dados. Assim, os dados foram analisados
por meio do teste de Kruskal-Wallis para comparagdo entre os protocolos e Wilcoxon para
comparacao entre os tempos, com nivel de confianga de 95% (o = 0,05). Além disso, foi
realizada analise complementar com o Teste de Correlacdo de Pearson entre as variaveis de
Remissao de Estomatite relacionada a Protese, Remocao de Biofilme, Carga microbiana e Odor
da prétese e da boca.

Todos os testes foram conduzidos com auxilio do software estatistico SPSS 21.0 (SPSS

Inc., Chicago, IL, USA) com nivel de significancia de 5%.
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4. RESULTADOS

Durante o estudo foram avaliados 250 individuos dos quais 135 ndo foram convidados
para participar por ndo atenderem aos critérios de incluséo e 7 ndo foram incluidos porque néao
aceitaram participar. Assim, 108 participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, responderam o questionario sociodemografico (Apéndice E) e deram inicio ao uso
do protocolo de higienizagdo sugerido, segundo a aleatorizacao realizada previamente.

No decorrer do estudo, 9 participantes foram perdidos, sendo que destes, 3 tiveram
problemas de satde que os impossibilitaram de continuar a pesquisa, 1 mudou de endereco e
telefone e ndo procurou a equipe de pesquisa para dar andamento, 4 relataram que néo
utilizaram adequadamente os produtos durante o periodo experimental e 1 abandonou o estudo
por encontrarem dificuldades pessoais em realizar o protocolo na sua residéncia. A evolucao
do estudo desde o recrutamento dos participantes até a finalizacao do experimento esta descrita

na Figura 12.

4.1. Dados sociodemograficos

A