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RESUMO

A associacdo de métodos mecanicos e quimicos (escovacdo e imersdo) na desinfec¢do de
proteses totais € imprescindivel para a manutengdo da satide bucal e sistémica. Nesses casos,
os agentes desinfetantes com maior espectro de agdo antimicrobiana contribuem para a maior
efetividade de controle do biofilme nos protocolos clinicos didrios. O presente estudo objetivou
avaliar a efetividade antimicrobiana de diferentes protocolos de desinfec¢do para proteses totais
por associacdo de métodos, variando a ordem das etapas de intervengao e as concentragdes do
hipoclorito de s6dio (NaOCl a 0,1% e 0,25%) e imersao final em agua. A variavel de resposta
foi a efetividade antimicrobiana frente a espécie de Candida albicans (ATCC 10231). Um total
de 165 espécimes em resina acrilica (PMMA) foram divididos em onze grupos (n=15) variando
concentragdo ¢ ordem de intervengao: E (escovagao), 10,1% e 10,25% (imersdao em NaOCl 0,1%
e 0,25%), E+I (escovagdo seguida por imersdo), [+E (imersdo seguida por escovagdo) e E+I+A
(escovagdo, imersao em NaOCl e overnight em agua), além do controle positivo e negativo. A
avaliagdo quantitativa foi feita pela contagem de unidades formadoras de coloénia (UFC/mL) de
C.albicans ¢ a analise qualitativa pelas imagens da Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV). Os dados foram analisados pelo teste t para amostras independentes e o teste de
igualdade de variancias (teste de Levene) para a comparagdo entre as concentragdes. Entre os
protocolos com a mesma concentragdo e entre todos os grupos, foi feita a analise de ANOVA
one-way com post-hoc de Tukey (p<0,05). Grupos E+I e I+E tiveram a maior efetividade
antimicrobiana, sendo E+10,25% o de melhor desempenho, enquanto as imersdes isoladas
tiveram o pior resultado, em relagcdo ao controle. Grupos de associagdo com NaOCl 0,1% (E+I
e [+E) e escovacdo isolada ndo tiveram diferenca entre si. A ordem dos métodos afetou a
efetividade nos grupos de associagdo com NaOCl 0,25%. Protocolos com imersao final em 4gua
reduziram moderadamente a carga fungica. Conclui-se que a associagdo dos métodos iniciados
pela escovagdo seguida por imersdo em NaOCl 0,25% sem associagdo em agua apresentou o
maior potencial antimicrobiano contra Candida albicans.

Palavras-chave: Candida; Resinas Acrilicas; Protese Total; Desinfecgao
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1 INTRODUCAO

A auséncia de elementos dentarios na populacio idosa (65 a 74 anos) esta projetada
para crescer no Brasil, alcancando cerca de 64 milhdes de individuos dessa faixa etaria até o
ano de 2040 (Cardoso et al., 2016). A etiologia do edentulismo esta relacionada com fatores
bioldgicos e socioecondmicos (Al-Rafee, 2020). A perda de elementos dentdrios estd
relacionada com a carie, doenga periodontal e trauma (Alaboudi et al, 2016;
Chrysanthakopoulos, 2011). Além disso, fatores como nivel educacional, baixa renda e idade
também impactam na prevaléncia da condi¢ao na populagao (Ferreira et al., 2022; Tsitaishvili;
Margvelashvili, 2015). Desta forma, a reabilitacdo protética total implica no restabelecimento
da fun¢do mastigatoria, fonética e estética proporcionando melhora na qualidade de vida nestes
individuos.

O polimetilmetacrilato (PMMA) termopolimerizavel ¢ amplamente escolhido como
material base das proteses decorrente da sua facilidade de manipulagdo, custo beneficio,
propriedades estéticas favoraveis e toxicidade relativamente baixa (Zafar, 2020). Entretanto, a
incorporagao de ar e a presenca de mondmeros livres mesmo apoés a polimerizagdo completa do
material resultam em uma superficie com presenga de porosidades as quais promovem um nicho
propicio para a formagdo e retencdo de biofilme, causando infecgdes em mucosa oral e
sistémicas (Gad; Fouda, 2020; Mcreynolds et al., 2023).

A estomatite relacionada a protese (ERP) manifesta-se clinicamente como uma
inflamagao cronica eritematosa da regido de recobrimento da protese (Mcreynolds et al., 2023).
Constitui-se como a lesdo mais comum da mucosa oral associado ao uso de dispositivo
protético, acometendo cerca de 35 a 50% de usuarios de proteses totais (Adam; Kimmie-
Dhansay, 2021), com etiologia multifatorial e diversos fatores de risco incluindo: ma
higienizacdo (Kulak-Ozkan; Kazazoglu; Arikan, 2002), uso continuo noturno da protese
(Clemente et al., 2023; Figueiral et al., 2007) e desadaptacao (Figueiral et al., 2007; Péric et
al., 2018). Além disso, fatores sistémicos como: imunossupressao (Manikandan et al., 2022),
historico de tabagismo (Péric et al., 2018), podem agravar o grau da doenca no paciente.

O principal microorganismo encontrado em proteses totais de pacientes acometidos
pela ERP ¢ a do género Candida (Badar¢ et al., 2020; Rodriguez-Archilla; Garcia-Galan, 2020).
A C. albicans é o patdogeno mais isolado e atua como um microorganismo oportunista e se
apresenta na forma de hifa ou levedura (Degirmenci et al., 2021; Lamfon, 2021; Mcreynolds et

al., 2023; Jovanovic et al., 2018; Ramage et al., 2004; Verhaeghe; Wyatt; Mostafa, 2020). O
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biofilme identificado na superficie das proteses ¢ caracterizado como sendo complexo,
sinergético, com uma rede intricada de diversas espécies bacterianas e fingicas, impregnadas
principalmente em regides de rachaduras e irregularidades ¢ com uma camada de matriz
extracelular protetora (O’donnell ef al., 2017). Desta forma, os dispositivos protéticos podem
se tornar um reservatorio de microorganismos potencialmente patogénicos (Coulthwaite;
Verran, 2007), influenciando no inicio ou agravamento de infecgdes gastrointestinais,
endocardite bacteriana (Fujinami et al., 2021) e problemas respiratorios (Hong et al., 2017),
principalmente em pacientes mais idosos e/ou imunocomprometidos (Ribeiro et al., 2022). Este
acimulo de microorganismo ¢ agravado quando combinado com o uso continuo da protese
durante a noite (Clemente ef al., 2023). Cerca de 69% dos portadores de dispositivos protéticos
removiveis usam o mesmo durante a noite de forma continua, contribuindo para o
desenvolvimento de irritagdo traumatica dos tecidos orais adjacentes (Bacali et al., 2021). O
uso das proteses durante o periodo overnight promove a redugdo do fluxo salivar, de modo que
a agdo protetora da saliva € prejudicada logo h4 uma elevagdo da presenga de microorganismos
oportunistas como a C.albicans na cavidade oral (Compagnoni et al., 2007; linuma et al., 2015).

Para prevencao da ERP a rotina de desinfec¢do ¢ imprescindivel (Badar¢ et al., 2020;
Cankaya; Yurdakos; Kalabay, 2020; Kulak-Ozkan; Kazazoglu; Arikan, 2002; Rynieweicz et
al., 2021). Ao se tratar da remocao de biofilme presente na protese, a associagdo de métodos
mecanicos e quimicos ¢ recomendado (Arruda et al., 2017; Barnabe ef al., 2004; Badar¢ et al.,
2020; Silva et al., 2008) seguido pela interrupgao do uso da protese durante o periodo noturno.
O habito de dormir com a proétese estd associado com maiores chances de desenvolvimento de
ERP, uma vez que diminui o efeito protetor da saliva e a acdo de limpeza da lingua assim como
a boa oxigena¢do da mucosa (Cankovic et al., 2017; Rodriguez-Archilla; Garcia-Galan, 2020).
A escovagdo (método mecanico) € uma opgao simples, eficiente e acessivel. O uso de agentes
auxiliares como o sabdo neutro contribui com a remoc¢ao manual do biofilme e apresenta
vantagens, incluindo a ndo abrasividade, facil acesso e baixo custo (Paranhos et al., 2013). No
entanto, estudos realizados previamente demonstram que o uso do método isolado ndo ¢
suficiente para promover a reducao da colonizacao fingica e bacteriana na superficie da resina
acrilica (Barnabe et al., 2004; Duyck et al., 2016; Paranhos et al., 2013). Além isso, a
escovacdo pode se tornar uma atividade de dificil execugdo em pacientes de idades mais
avancadas, com limitacdes motoras e redu¢do da acuidade visual, propiciando uma pior
higienizacdo da protese. Dessa forma, ha necessidade de complementacdo para um melhor

controle microbiano. Para isso, o uso de solugdes desinfetantes para imersao € necessario, uma
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vez que a topografia rugosa da superficie protética favorece a retengdo e acumulo de biofilme
e dificulta sua remocdo apenas com os métodos isolados (Coulthwaite; Verran, 2007; Dills et
al., 1988).

A imersao das proteses em solucdes desinfectantes atua como agente complementar.
Dentre as propriedades ideais esperadas por essas substancias esta a capacidade de reduzir o
biofilme sem afetar as caracteristicas fisicas e mecanicas do dispositivo. Na literatura, o
hipoclorito de sodio (NaOCl) ¢ reputado como o padrao de referéncia (Arruda et al., 2018;
Badaro6 et al., 2020; Badar6 et al., 2021). Sua atuacao ¢ diretamente na dissolugdo da estrutura
polimérica da matriz organica do biofilme acumulado na prétese (Karthikeyan, Suma; Leoney,
A; Ali, Seyed, 2018). Todavia, reporta-se que, em concentragdes mais elevadas como de 1%,
esta substancia pode levar a alteracdo de cor, rugosidade de superficie e resisténcia a flexdao
(Sharma; Garg; Kalra, 2017). Assim, demostra-se relevante o estudo da aplicabilidade de
solugdes de NaOCI em menores concentragdes. O NaOCl na concentragdo de 0,25% apresentou
efetividade na remogdo de biofilme da protese, por meio da imersdo durante um periodo de
cerca de 20 minutos (Badaro6 et al., 2017; Badar¢ et al., 2020) e atuou indiretamente no controle
da colonizagao da mucosa de individuos com ERP (Badar¢6 et al., 2017). A concentracao de
0,1% também teve éxito na diminui¢do do biofilme nas proteses e melhor resultado na remissao
da ERP (Arruda et al., 2017). No entanto, ainda h& necessidade de andlise antimicrobiana dos
diferentes protocolos clinicos de desinfeccdo especificando a melhor sequéncia de métodos,
determinagdo da concentragdo ideal de NaOCI dentro dos protocolos e uso associagdo com a
imersdo “overnight” em agua simulando o individuo que retira a protese durante o periodo
noturno. Portanto, o objetivo desse trabalho foi definir o protocolo de higienizagdo com maior
efetividade antimicrobiana em PMMA, variando a ordem de sequéncia da associacdo de
métodos (mecanico e quimico), a concentragdo do hipoclorito de sodio (NaOCl 0,25%; 0,1%)

€ a associa¢do com a imersao posterior em agua destilada (overnight).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL
O objetivo desse estudo foi verificar a eficacia antimicrobiana de protocolos de
higieniza¢do de proteses totais e as concentragdes do hipoclorito de sédio (NaOCl a 0,1% e

0,25%).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar a efetividade antimicrobiana das diferentes concentragdes do hipoclorito de

sodio (NaOCl a 0,1% e 0,25%) inseridos em protocolos de higienizacao distintos;

Avaliar a efetividade antimicrobiana das ordens de implementacdo do método

mecanico ¢ quimico nos protocolos de desinfec¢do de associagio;

Verificar a influéncia da imersdo overnight em dgua sobre a efetividade antimicrobiana

dos protocolos de associacdo de escovacao seguida por imersao.

2.3 HIPOTESE NULA
A hipétese nula do estudo ¢ a auséncia de diferenga entre os protocolos de higieniza¢do
e concentragdes do NaOCl quanto a efetividade antimicrobiana perante a espécie de Candida

albicans.
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3 ARTIGO

Efetividade antimicrobiana de protocolos de desinfec¢ao para proéteses totais quanto a

ordem do método, concentragao da solucio e imersiao posterior “overnight” em agua
RESUMO

Introduc¢fo: Métodos mecanicos e quimicos associados sdo imprescindiveis para desinfec¢ao
de proteses totais. Objetivos: Avaliar a efetividade antimicrobiana contra Candida albicans de
protocolos desinfetantes por associacdo de métodos para proteses totais, variando a ordem de
intervengdo, concentragdes do hipoclorito de s6dio (NaOCl 0,1% e 0,25%) e imersdo posterior
em agua. Métodos: Espécimes de polimetilmetacrilato termopolimerizavel foram aleatorizados
em onze grupos (n=15): C (controle), E (escovacao), 10,1% e 10,25% (imersao em NaOCl 0,1%
e 0,25%), E+10,1% e E+10,25% (escovacdao e imersao), 10,1%+E e 10,25%+E (imersdo e
escovacdo) e E+10,1%+A e E+10,25%+A (escovacao, imersdo em NaOCl e overnight em 4gua).
Avaliagcdo quantitativa realizou contagem de unidades formadoras de colonia (UFC/mL) e
qualitativa por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Os dados foram analisados pelo
teste t para amostras independentes e teste de igualdade de variancias (Levene) para
comparagdo entre concentracdes. Entre protocolos de mesma concentracdo e entre todos os
grupos, realizou-se ANOVA one-way, com post-hoc de Tukey (p<0,05). Resultados e
Conclusao: Grupos E+I e I+E tiveram a maior efetividade antimicrobiana, sendo E+10,25% o
de melhor desempenho, enquanto as imersoes isoladas tiveram o pior resultado, em relagdo ao
controle. Grupos de associacdo com NaOCl 0,1% (E+I e I+E) e escovacao isolada ndo tiveram
diferencga entre si. A ordem dos métodos afetou a efetividade nos grupos de associacdo com
NaOCl 0,25%. Protocolos com imersdo final em agua reduziram moderadamente a carga
fungica. Conclui-se que ao iniciar com a escovagdo, a associacdo com NaOCl 0,25% sem

imersdo em agua apresentou maior potencial antimicrobiano.

Palavras-chave: Candida; Resinas Acrilicas; Protese Total; Desinfecgao.
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ABSTRACT

Antimicrobial effectiveness of infection protocols for complete dentures regarding method

order, solution concentration and subsequent overnight in water

Introduction: The association of mechanical and chemical methods (brushing and immersion)
in the disinfection of complete dentures is essential for maintaining oral and systemic health.
In these cases, disinfectant agents with a broader spectrum of antimicrobial action contribute to
greater biofilm control effectiveness in daily clinical protocols. Objective: To evaluate the
antimicrobial effectiveness of different disinfection protocols for complete dentures by
combining methods, varying the intervention steps and concentrations of sodium hypochlorite
(0.1% and 0.25% NaOCIl) and final immersion in water. Methodology: The response variable
was antimicrobial effectiveness against the species of Candida albicans (ATCC 10231). The
sample calculation defined the quantity of 165 specimens in acrylic resin (PMMA), divided
into eleven groups (n=15) varying concentration and order of intervention: E (brushing), 10.1%
and 10.25% (immersion in NaOCl 0.1% and 0.25%), B+I (brushing followed by immersion),
I+B (immersion followed by brushing) and B+I+W (brushing, immersion in NaOCl and
overnight in water), in addition to positive and negative control. Quantitative evaluation was
carried out by counting colony forming units (CFU/mL) of C.albicans and qualitative analysis
using Scanning Electron Microscopy (SEM) images. At the end, the data were presented in the
form of mean and standard deviation after being subjected to the T test for independent samples,
considering the Levine test for comparison between protocols with different concentrations. To
compare different protocols with the same concentration and between all groups, one-way
ANOVA with Tukey post-hoc was performed, with a statistical significance level of 5%. Result
and Conclusion: The B+I and I+B protocols had the greatest antimicrobial effectiveness in
relation to the control, with B+10.25% having the best performance, while the isolated
immersion protocols had the worst performance. Brushing was essential for reducing CFU/mL
in the 0.1% NaOCI association groups. The inversion of the order of the methods affected the
effectiveness in the groups with 10.25%, with the beginning with brushing providing prior
disorganization of the biofilm, facilitating the penetration of the disinfectant solutions.
Immersion in water reduced the fungal load to a lesser extent, but the benefits of reducing the

release of residual NaOCl] must be considered.

Keywords: Candida; Acrylic Resins; Total Prosthesis, Disinfection.
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INTRODUCAO

A auséncia de elementos dentarios na populacao idosa (65 a 74 anos) esta projetada
para crescer no Brasil, alcancando cerca de 64 milhdes de individuos dessa faixa etaria até o
ano de 2040'. A reabilitacdo protética total nestes individuos implica no restabelecimento da
funcdo mastigatéria, estética e consequente melhora na qualidade de vida. O
polimetilmetacrilato (PMMA) termopolimerizavel ¢ amplamente escolhido como material base
das proteses decorrente da sua facilidade de manipulagdo, custo beneficio, propriedades
estéticas favoraveis e toxicidade relativamente baixa?. Entretanto, a incorporagdo de ar e a
presenga de mondmeros livres mesmo apos a polimerizagdo completa do material resultam em
uma superficie com presenga de porosidades as quais promovem um nicho propicio para a
formacdo e retencdo de biofilme, causando infeccdes em mucosa oral e sistémicas>*.

A estomatite relacionada a protese (ERP) manifesta-se clinicamente como uma
inflamacdo cronica eritematosa da regido de recobrimento da protese*. Constitui-se como a
lesao mais comum da mucosa oral associado ao uso de dispositivo protético, acometendo cerca
de 35 a 50% de usudrios de proteses totais®, com etiologia multifatorial e diversos fatores de
risco incluindo: m4 higienizagio®, uso continuo noturno da prétese’® e desadaptagio®’. Além
disso, fatores sistémicos como: imunossupressdo'’, histérico de tabagismo’, podem agravar o
grau da doenga no paciente.

O principal microorganismo encontrado em proteses totais de pacientes acometidos
pela ERP sio do género Candida'""'>. A C. albicans é o patdgeno mais isolado e atua como um
microorganismo oportunista que se apresenta na forma de hifa ou levedura*!>!%151617
biofilme identificado na superficie das proteses € caracterizado como sendo complexo,
sinergético, com uma rede intricada de diversas espécies bacterianas e fingicas, impregnadas
principalmente em regides de rachaduras e irregularidades e com uma camada de matriz
extracelular protetora!®. Desta forma, os dispositivos protéticos podem se tornar um
reservatorio de microorganismos potencialmente patogénicos'®, influenciando no inicio ou no

20

agravamento de infec¢des gastrointestinais, endocardite bacteriana®™ e problemas

respiratorios®!, principalmente em pacientes mais idosos e/ou imunocomprometidos®’. Esse
acumulo de biofilme ¢ agravado quando combinado com o uso continuo da prétese durante a
noite”?.

Para prevengio da ERP a rotina de desinfec¢dio ¢ imprescindivel®!!?>24. Ao se tratar
da remocgao de biofilme presente na protese, a associagdo de métodos mecanicos € quimicos ¢

11,25,26,27

recomendado seguido pela remogao da protese durante o periodo noturno. O hébito de
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dormir com a proétese esta associado com maiores chances de desenvolvimento de ERP, uma
vez que diminui o efeito protetor da saliva e a acdo de limpeza da lingua assim como a boa
oxigenac¢do da mucosa®®!?. A escovagio (método mecanico) é uma opgdo simples, eficiente e
acessivel. O uso de agentes auxiliares como o sabao neutro contribui com a remog¢ao manual
do biofilme e apresenta vantagens, incluindo a ndo abrasividade, facil acesso e baixo custo?’.
No entanto, estudos realizados previamente demonstram que o uso do método isolado ndo ¢
suficiente para promover a reduc¢ao da colonizacao fungica e bacteriana na superficie da resina
acrilica®® %%’ Além isso, a escovagdo pode se tornar uma atividade de dificil execucio em
pacientes de idades mais avangadas, com limitacdes motoras, propiciando uma pior
higienizacdo da protese. Dessa forma, hd necessidade de complementa¢do para um melhor
controle microbiano. Para isso, o uso de solugdes desinfetantes para imersao € necessario, uma
vez que a topografia rugosa da superficie protética eleva a retencdo e acimulo de biofilme e
dificulta sua remoc3o apenas com os métodos isolados!®!.

A imersdo das proteses em solugdes desinfectantes atua como agente complementar.
Dentre as propriedades ideais esperadas por essas substancias esta a capacidade de reduzir o
biofilme sem afetar as caracteristicas fisicas e mecanicas do dispositivo. Na literatura, o
hipoclorito de sédio (NaOCl) é reputado como o padrio de referéncia’>!! 3. O NaOClI atua
diretamente na dissolugdo da estrutura polimérica da matriz organica do biofilme acumulado
na protese®*. O NaOCI na concentragio de 0,25% apresentou efetividade na remocdo de

3311 ¢ atuou indiretamente no controle da colonizacdo da mucosa de

biofilme da protese
individuos com ERP*. As concentra¢des de 0,1% também tiveram éxito na diminui¢do do
biofilme nas préteses e melhor resultado na remissdo da ERP?. No entanto, ainda ha
necessidade de andlise antimicrobiana dos diferentes protocolos clinicos de desinfec¢do
especificando a melhor sequéncia de métodos, determinagao da concentragdo ideal de NaOCI
dentro dos protocolos e uso associagdo com a imersdo “overnight” em éagua simulando o
individuo que retira a protese durante o periodo noturno. Portanto, o objetivo desse trabalho foi
definir o protocolo de higienizacdo com maior efetividade antimicrobiana em PMMA, variando
a ordem de sequéncia da associacdo de métodos (mecénico e quimico), a concentracdo do

hipoclorito de sodio (NaOCl 0,25%; 0,1%) e a associagdo com a imersdao posterior em agua

destilada (overnight).
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MATERIAIS E METODO
Delineamento do Estudo e Calculo Amostral

A pesquisa consiste em um estudo in vitro cuja variavel de resposta foi a efetividade
antimicrobiana. Os fatores de variagdo foram as diferentes concentragdes de NaOCI aplicadas
assim como a institui¢do de protocolos de associagdo de método mecanico e quimico em
diferentes ordens de etapas. A analise qualitativa consistiu de fotomiografias da Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) enquanto a andlise quantitativa foi através da contagem de
unidades formadoras de colonia (UFC/mL)

O célculo amostral do presente estudo foi baseado no estudo de Badar¢ et al*3

para a
analise de microbial load para Candida albicans. No software GPower© 3.1.9.4, foram
inseridas as informagdes referentes ao tamanho de efeito estimado (f=0,40 — tamanho de efeito
grande), a probabilidade de erro alfa de 5% (p < 0,05) e o poder de teste de 0,80, considerando
o teste ANOVA one-way e a comparagdo maxima de 11 grupos. O tamanho amostral necessario
foi de 165 amostras, sendo 15 em cada grupo.

Os dados sao apresentados por meio de médias e desvio padrdo. Para a comparacao
entre as concentragdes foi utilizado o teste t para amostras independentes, considerando o teste
de igualdade de variancias (teste de Levene). Nas comparagdes entre os grupos de diferentes
protocolos com a mesma concentragdo e entre todos os grupos foi realizado por meio do teste
ANOVA one-way com post-hoc de Tukey. Foi utilizado o nivel de significancia estatistica de

5% (p< 0,05). A analise dos dados e os graficos foram realizados no software IBM SPSS
Statistics for Windows (v. 26.0 Armonk, NY: IBM Corp)

Confec¢do dos Espécimes e Formagdo dos Grupos

Inicialmente, amostras retangulares de resina acrilica termopolimerizavel foram
obtidas através de moldes confeccionados a partir de matrizes metalicas incluidas em muflas,
nimero 07 (OGP Produtos Odontolégicos Ltda., Sdo Paulo, SP,Brasil), em gesso pedra tipo 111
(Gesso Rio, Orlando Antonio Bussioli ME, Rio Claro, SP, Brasil) e silicone de condensagao
denso®® (Zetalabor, Zhermack, BadiaPolesine, RO, Italia). A resina acrilica termopolimerizavel
foi inserida e prensada a 1250 Kgf por 30 minutos, nos moldes, de acordo com as orientacdes
do fabricante e assim polimerizadas em banho de agua™®.

Com o intuito de simular a superficie interna rugosa e externa polida de uma proétese

total, foi realizado acabamento das superficie e padronizagdo com rugosimetro de 2,7 a 3,7
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um?*, Brocas de tungsténio tronco conica Minicut® (American Burrs®, Palhoga, SC, Brasil),
escovas de diferentes granulacdes (fina, média e grossa) e lixas d’agua de granulacao 120 foram
empregadas®®. A fim de que os espécimes se adaptem aos pogos das placas de cultura de 48
pocos, padronizou-se o corte com discos de carborundum (Dentorium Products Inc.;
Farmingdale, NY, Estados Unidos) da resina acrilica termopolimerizavel em formato
quadrangular com dimensdes de 5 x 5 x 2 mm, sendo individualmente verificados com
paquimetro digital.

Posteriormente, todos os espécimes cortados foram esterilizados por difusdo do gas de
oxido de etileno, o qual consiste em um gas inodoro amplamente utilizado decorrente de suas
propriedades fungicida e bactericida e capacidade de penetracdo em materiais porosos sem
causar efeitos deletérios aos mesmos>®2’. Segundo a ISO 11135, o processamento consiste em
cinco estagios: condicionamento prévio e umidificagdo, introdu¢do do gas, exposicdo,
evacuacio e hiperventilacdo®®. A esterilizacdo dos espécimes foi programada no 1° ciclo com
pré-vacuo de 20 minutos a 55°C, 180 minutos de esterilizagdo, 120 minutos de hiperventilagao,

pressio de 50 kgf/cm? e vacuo de 50 kgf/cm?.

Protocolos de Higienizagdao e Formagdo dos Grupos

O microorganismo escolhido para os testes propostos foi a Candida albicans (ATCC
10231). A distribui¢do dos espécimes entre grupos foi determinada pela divisdo a partir dos
protocolos de higienizacao e a concentragao do NaOCl empregada (Figura 1). Foram aplicados
protocolos isolados (escovacao ou imersdo) e protocolos de associacdo (escovacao seguida por
imersdo ou imersao seguida por escovacao). A fim de atestar a condicao estéril dos espécimes,
houve a escolha de um grupo de controle negativo o qual foi submetido a imersdao em placa de
48 pocos com ImL de meio de cultivo caldo Sabouraud Dextrosado sem a inoculagdo da espécie
fingica em estudo. O controle positivo foi a inoculagdo do espécime com C. albicans apenas

em meio de cultura caldo Sabouraud Dextrosado.
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Figura 1 — Distribui¢do dos grupos controle e experimentais de acordo com os protocolos de

desinfeccao.

— Controle

_» NaOCl0,1%

Componentes isolados
T > NaOC10.25%

NaOCl10,1%

NaOCl 0,25%

Formagao dos grupos

Imersdo + Escovagao

Cada grupo objetivou simular os protocolos de desinfeccdo instituidos pelo paciente a
partir das recomendagdes do cirurgido dentista. Desta forma, realizou-se a simulagdo do método
mecanico e quimico. O método mecanico (grupo E) consistiu na escovagao do espécime com
escova dental macia previamente imersa em solu¢do de 20mL de agua destilada e Sml de sabao
liquido neutro (Beira Alta Cosméticos Ltda, Guarulhos, SP, Brasil) presente em tubos de Falcon
de 50 mL. Para determinar o tempo de escovagdo, calculou-se as areas da superficie de 28
proteses totais por meio do software Imagel, resultando em uma média de 21,36cm?. Com base
na literatura, foi considerado o tempo recomendado para a escovagado da protese total (superficie
interna e externa) sendo 3 minutos. No caso do estudo, o ensaio microbioldgico analisou apenas
a face interna da proétese, portanto, o tempo considerado para o célculo foi de 90 segundos.
Logo, efetuou-se um célculo de regra de trés com o objetivo de estipular o tempo de escovagao
proporcional ao tamanho dos espécimes utilizados. O resultado obtido foi de 2 segundos de
escovagao.

Seguindo a literatura, o método quimico consistiu na imersao em NaOCl em
concentragdes de 0,1% (grupo 10,1%) e 0,25% (grupo 10,25%) (Perfecta Farmacia de

Manipulagdo Ltda., Florianépolis, SC, Brasil) por um periodo de 20 minutos®*>*. Para garantir
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que a solugdo estava na concentragdo correta, estas foram utilizadas no mesmo dia da
manipulacdo da substancia. Os espécimes foram totalmente submersos dentro de microtubos
(K6-0150, Kasvi Importagao e Distribuicao de Produtos ParalLaboratérios Ltda., Sao José dos
Pinhais, PR, Brasil) com 1mL da solucao liquida de NaOCI. A fim de simular o periodo de
retirada da protese pelo paciente a noite, foi adicionado aos protocolos de associag@o, a imersao
dos corpos de prova em agua destilada por 8 horas em microtubos (E+I+A), ap6s a institui¢ao
do método de desinfec¢io quimica*®. Os grupos os quais ndo eram submetidos a qualquer tipo

de imersdo foram rapidamente colocadas em solucao de soro fisiologico.

Variaveis Principais
Crescimento Microbiano

Para formacdo do biofilme monoespécie, as cepas de Candida foram descongeladas,
reativadas em meio de cultura caldo Sabouraud Dextrosado (Tabela 1) e armazenadas em estufa
bacteriologica (Incubadora shaker Banho Dubnoff NT232, Nova Técnica Ltda.,Industria e
Comércio de Equipamentos para Laboratorio Ltda., Piracicaba, SP, Brasil) a 37° C por 24 horas,
seguindo a proporcdo de 25mL de caldo Sabouraud Dextrosado para ImL da cepa
descongelada. Apods as 24 horas, a padronizacao do indculo de C. albicans foi realizada por
contagem microbiana a partir da Escala de McFarland 0,5 e espectrofotometria para ajuste na
concentragido de 1 x 10°células/ mL*'**>, O comprimento de onda utilizado foi de 625nm em
valor de absorbancia entre 0,085 a 0,1**>%3 Para a padronizacio correta, foi feita a dilui¢io de

0,1 ml do in6culo para 9,9 mL de meio caldo Sabouraud Dextrosado.

Tabela 1 — Meio de cultura, nome do fabricante, forma de preparo e método de esterilizagao

Nome Fabricante Forma de preparo Esterilizacao
Sabouraud Kasvi Importagdo e 30,0 g do meio de
Dextrose Broth Distribuicao de cultura Sabouraud
(SDB) Produtos para Dextrose devem ser
Laboratorios Ltda., adicionados a 1000 mL.  Realizada em
Sao José dos Pinhais, de 4dgua destilada autoclave a
PR, Brasil 121°C por 15
Sabouraud Biolog Brasil A cada 65,0g domeio de minutos
Dextrose Agar Distribuidora Ltda., cultura desidradato,
(SAD) Sao Paulo, SP, Brasil  serdo adicionados 1000

mL de 4gua destilada
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Com os espécimes estéreis, estes foram posicionados individualmente em cada
cavidade da placa de cultura de 48 pocos (Kasvi Importagdo e Distribuicdo de Produtos Para
Laboratorios Ltda., Sao José dos Pinhais, PR, Brasil) dentro da cabine de fluxo laminar. Foi
estipulado a distribuicdo de cada espécime com sua face rugosa voltada para cima, onde ¢
desejada a aderéncia do biofilme*’. Com uma ponteira estéril, foi pipetado um volume de 1 mL
de meio de cultura contendo o in6culo de C. albicans padronizado, com exce¢do do grupo
controle negativo, no qual foi adicionado meio de cultura estéril. A fim de garantir a aderéncia
da C. albicans nos corpos de prova, as placas de 48 cavidades foram colocadas sob agitacao
(75 rpm) durante o periodo de 1 hora e 30 minutos em uma estufa microbiolégica a 37°C>.

Ao final deste tempo, foi feita a remogao total do meio contaminado presente no pogo
para a lavagem com soro fisiologico estéril 0,9% (NaCl) com o intuito de remover os
microrganismos ndo aderidos®’. Em seguida, cada cavidade foi preenchida novamente com 1
mL de meio de cultura estéril para serem incubadas a 37°C sob agita¢do (75 rpm). Apds 24
horas, para evitar a satura¢ao do meio de cultura, houve a substitui¢do de metade do mesmo por
um meio de cultura novo. A finalizagao do crescimento do biofilme se deu apds 48 horas de
incubacdo. Com isto, o conjunto espécime e biofilme estava pronto para a realizagdo dos
protocolos de desinfeccdo instituidos para cada grupo. Concluido os protocolos de desinfecgao,
0s grupos nao submetidos a imersdo em agua destilada, foram colocados em microtubos
contendo soro fisioldgico para eliminar residuos do sabao liquido. Em seguida, cada espécime
¢ imerso em tubo de ensaio contendo soro fisiologico e submetido ao agitador Vortex (Vortex
Mixer VM 370, Intllab, Seri Kembangan, Selangor, Malésia) por 1 minuto.

Para a semeadura, foram separadas placas de Petri estéreis descartaveis as quais foram
identificadas e divididas em quadrantes correspondentes a cada diluicdo da solugdo (Figura 2).
Posteriormente, uma aliquota de 50 pL da solu¢do mae foi semeada diretamente em uma placa
de Petri (Placa de Petri FL3-9015RI, FirstLab, Sao José dos Pinhais, PR, Brasil) contendo meio
de cultura Agar Sabouraud Dextrose (Tabela 1). A mesma quantidade de 50 pL da solugdo mie

foi transferida para um microtubo previamente preenchido com 450 puL de soro fisioldgico de

modo a obter a dilui¢do 10'1, seguido de dilui¢do seriada em 102 ¢ 103 [amostra pura (10°);
1:10 (107Y); 1:100 (107%); 1:1000 (107*)]*. Cada dilui¢do foi transferida para o meio de cultura
agar, nos respectivos quadrantes e espalhados com auxilio de alga de inoculagdo estéril
descartavel, sendo incubadas durante 48 horas a 37°C*. As contagens de UFC foram realizadas
apenas nas diluigdes com no maximo 300 UFC. O calculo de UFC/mL considerou a dilui¢ao

.99,

em que o numero de colonias estiver variando entre 0 e 300, sendo “n”: valor absoluto da
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dilui¢do considerada (0, 1, 2 e 3); “q”: quantidade (mL) pipetada para cada diluigdo da
semeadura®?. A formula empregada para o calculo est4 descrita como: UFC/mL = n° de coldnias

x 10v/q.

Figura 2 — Dilui¢do seriada realizada em microtubos para semeadura de placas de Petri

450pL de
S0r0
fisiologico
em cada tubo

10° 107 102 1073
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)
i
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Fonte: BioRender.com

Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Com o término da realizacdo dos protocolos de higienizag¢do, as amostras dos grupos
experimentais e controle foram analisadas qualitativamente através da Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV), por meio da obtengao de imagens de alta resolugdo com profundidade de
campo para aumentos de até¢ 10000x. As amostras foram estabilizadas por fixa¢do quimica com
glutaraldeido 2,5%, lavadas em solugdo tampdo para remocdo dos excessos para serem
desidratadas*®.

A desidratacdo foi feita de maneira lenta e gradual a partir de imersdes em
concentragoes crescentes de etanol em 30% até 100%. Ao atingir a concentracdo maxima final,
os espécimes foram secos em aparelho de Ponto Critico e transferidas ao Stub para serem

metalizadas. Para a metalizagao, os espécimes foram fixos em uma base aluminio para sofrerem
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o processo de sputtering (pulverizagdo) por 2 minutos. A camada condutora escolhida foi o
ouro, por sua alta eficiéncia em se depositar em objetos irregulares*’. Com isso, foram obtidas

imagens de aumentos de 3000x, 5000x ¢ 10000x.

Analise Estatistica

Para a comparagdo entre as concentracdes foi utilizado o teste t para amostras
independentes, considerando o teste de igualdade de varidncias (teste de Levene). Nas
comparagdes entre os grupos de diferentes protocolos com a mesma concentracao e entre todos
os grupos foi realizado por meio do teste ANOVA one-way com post-hoc de Tukey. Foi
utilizado o nivel de significancia estatistica de 5% (p < 0,05). A analise dos dados e os graficos

foram realizados no software IBM SPSS Statistics for Windows (v. 26.0. Armonk, NY: IBM
Corp).



24
RESULTADOS

Contagem de UFC/mL

A andlise da eficacia antimicrobiana dos protocolos de desinfec¢ao demonstrou que o
maior controle microbiano ocorreu para associa¢do da escovagdo com sabdo neutro seguido
de imersdo em NaOCIl 0,25%. Por outro lado, o grupo controle e os métodos de imersao
isolados em NaOCI apresentaram as maiores médias de contagem de UFC/mL (Tabela 2). Os
protocolos com associagdo de métodos e imersdo overnight em agua apresentaram resultados
intermediarios, com reducao na casa de 1 log em relagdo ao controle. Houve igualdade entre a

escovagao isolada e a imersdo em NaOCI 0,1% seguida de escovagao.

Tabela 2. Comparagdo de todos os protocolos e concentragdes de NaOCl

Grupos n Média DP Minimo Maximo Teste F
C 15 | IEY 5,48 6,59

10.1% 15 B 3,51 7,11

10.25% 5 TR o4 4,66 5,88

E 15 R o038 2,68 4,04

E+10.1% 15 | 0338 2,68 4,04 Fo,135= 33,029
E+10.25% 15 Bl o4 1,91 3,61 p<0,001
10.1%+E 15 R 037 2,68 427

10.25%+E 15 R o036 3,48 4,66

E+10.1%+A 15 |k o085 3,53 6,52

E+10.25%+A 15 | 095 3,30 6,93

Legenda: teste Anova one-way. Post-hoc Tukey. Letras diferentes mostram diferencas significativas entre os
grupos

C (controle), 1,0,1% (imersao isolada em NaOCl 0,1%), 10,25% (imerséo isolada em NaOCl 0,25%), E
(escovagdo), E+10,1% (escovagdo seguida por NaOCl), E+10,25% (escovagdo seguida por NaOCl 0,25%),
E+10,1% + A (escovagao seguida por NaOCl e imersdao em agua), E+10,25%+A (escovagdo seguida por NaOCl
0,25% e imersdao em agua)
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Ao considerar os protocolos associados ao NaOCl 0,1%, foi verificado que o grupo E,
E+0,1% ¢ 10,1%+E nao tiveram diferencas significativas entre si, sendo os protocolos de maior
efetividade antimicrobiana (Tabela 3). A associagao de métodos seguida da imersdo em agua
overnight, apresentaram resultados intermediarios. O grupo controle obteve os piores achados,

seguido imersao isolada.

Tabela 3. Comparagdo dos grupos de acordo com a concentracdo de NaOCl de 0,1%.

Grupos Média DP Teste F
C B o3
E Bl o3
10.1% I 1,24
Fs83=35,176; p<0,001
E+10.1% ] 0,38
10.1%+E ] 0,37
E+10.1%+A ] 0,85

Legenda: teste Anova one-way. Post-hoc Tukey. Letras diferentes mostram diferencgas significativas entre os
grupos.

Ao considerar os protocolos associados ao NaOCl 0,25%, foi verificado que o
protocolo com a escovagdo associada a imersdo obteve maior eficdcia antimicrobiana. A
escovacdo isolada, seguida dos grupos 10,25%+E e E+10,25+A, apresentaram valores

intermediarios entre E+10.25% e o grupo controle (tabela 4).

Tabela 4. Comparacdo dos grupos de acordo com a concentracdo de NaOCl de 0,25%.

Grupos Média DP Teste F

C [ ] 0,31

E ] 0,38

10.25% R 0,41 Fs 5= 69,350
E+10.25% I 0,54 p<0,001
10.25%+E e 0,36

E+10.25%+A e 0,95

Legenda: teste Anova one-way. Post-hoc Tukey. Letras diferentes mostram diferencas significativas entre os
grupos
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Ao comparar os protocolos de mesma intervengdo em concentragdes distintas do
NaOCl, houve diferenga entre os grupos de escovacdo seguido de imersdo (p=0,002) e
daqueles com imersdo seguida da escovacao (p=0,002) (Tabela 5). Nos demais grupos nao

houve diferenga estatistica significativa entre as concentragdes (p>0,005).

Tabela 5. Comparagao dos protocolos de acordo com a concentragdo de NaOCI.

Concentracoes

Grupos 0.1% 0.25% Teste t
valor

Média DP Média DP

10.1% vs. 10.25% [ ] 124 W o041 -0428 0674
E+10.1% vs. E+10.25% B o033 ] 0,54 3,516 0,002
10.1%+E vs. 10.25%+E B o037 W 036 349 0,002
E+10.1%+A vs. E+10.25%+A B 055 B 0,95 0,658 0,517

Legenda: teste t para amostras independentes.

MEV

Na andlise qualitativa baseada nas fotomicrografias advindas do MEV, foi verificado
penetracdo de células fungicas na superficie do polimetilmetacrilato, principalmente em
regides de porosidades. A morfologia da C.albicans foi no formato leveduriforme, sendo a
forma mais comum quando semeada isoladamente!”47,

O acumulo de biofilme visualizado esteve em concordancia com os resultados da
contagem de UFC/mL. As imagens demonstraram menor acumulo de biofilme no grupo
E+10,25%, em comparacao com o grupo controle e aos demais protocolos. Por outro lado, os
grupos com imersao isolada independente das concentragdes do NaOCl demonstraram grande
acumulo de biofilme na superficie.

Os protocolos de associagdo de métodos seguidos de imersdo overnight em agua

apresentaram presenca de biofilme intermediaria entre o grupo controle € o protocolo mais

efetivo (E+10,25%).
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Figura 3 — Fotomiografias do MEV em aumento de 10000x dos espécimes ap0s a realizagao

dos protocolos de desinfeccao

DISCUSSAO

Os resultados mostram que a hipotese nula do estudo foi rejeitada visto que houve
diferencas de efetividade antimicrobiana entre os protocolos aplicados. A comparagdo entre
todos os grupos demonstra que os protocolos isolados de imersao do NaOCI 0,1% e 0,25%
tiveram as menores redugdes de carga fungica em relagdo ao grupo controle. Este resultado
difere de estudos anteriores onde a efetividade antimicrobiana do hipoclorito de so6dio foi mais
elevada®®. Os protocolos de associacdo de métodos apresentaram resultados superiores, sendo
o grupo E+10,25%, a intervengao responsavel pela maior redugdo da contagem de UFC/mL.

Em se tratando da concentragdo do NaOCI, a Associa¢do Americana de Prétese
recomenda a utilizagdo a 0,5% como solug¢do desinfetante durante um periodo de imersao de
10 minutos, associada a limpeza mecanica com escovas macias*. Por outro lado, estudos prévios
demostraram que a exposi¢ao ao NaOCl pode levar a descolora¢ao dependendo da concentracao
e do tempo de imersdo, além do aumento da rugosidade de superficie da resina acrilica®>**%,
O NaOCl 1% aumentou a rugosidade de superficie do PMMA e promoveu altera¢des de cor
intermediarias®'. Portanto, o uso do hipoclorito de sédio em concentragdes mais baixas (0,25 e
0,1%) ¢ relevante em decorréncia dos possiveis efeitos adversos da substincia em
concentra¢des mais elevadas’.

Arruda et al*?

determinaram que um protocolo de combinagdo do método mecanico
com a imersao em NaOCl a 0,1 e 0,2%, durante 20 minutos, promoveu reducao do biofilme em
relacdo ao baseline sem alteracdes de cor, rugosidade de superficie ou resisténcia a flexdo. No
caso das imersdes em 0,5%, houve a presenca de alteragcdo de cor. No presente estudo, € possivel
perceber que a 6tima atuagdo das solugdes de NaOCl sdo como agentes auxiliares da escovagao,
visto que quando aplicados de forma isoladas tiveram o baixo desempenho antimicrobiano.

Arbelaez et al>®

por meio de um ensaio de viabilidade celular (Alamar Blue assay) identificaram
que os métodos de desinfeccdo quimica aplicadas a longo prazo eram capazes de diminuir a
atividade metabolica de células fungicas de Candida em biofilme multiespécie, apesar de ndo
diminuirem a densidade de colonias (CFU/mL). Seu modo de atuagao se da através da atuagao

direta na matriz orgénica do biofilme, causando a dissolucao de estruturas poliméricas.
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A associagdo de métodos mecanicos e quimicos para a limpeza da protese ¢

recomendado por diversos estudos?3-26-27:52,34.35.56

, mas ainda ndo ha a comprovagao da ordem
adequada de realizagdo das intervengdes, se haveria alguma interferéncia na efetividade
antimicrobiana. No presente estudo, a concentracdo de NaOCl e a ordem do método associado
influenciaram a efetividade antimicrobiana dos protocolos de desinfeccao (E+I e I+E). A
concentragdo mais efetiva foi 0,25%. O protocolo E+10,25% foi o que apresentou a maior
redugdo da carga fingica em comparagao aos demais protocolos e ao grupo controle. Com isso,
¢ possivel inferir que ¢ necessario um processo de desorganizacdo prévia do biofilme,
proporcionado pela escovacdo, para que a solucdo de imersdo alcance suas porgdes mais
profundas®®. As pontas das cerdas das escovas sdo capazes de desorganizar e desestabilizar as
camadas mais superficiais do biofilme facilitando a exposi¢do das irregularidades e poros da
resina acrilica, além de colaborarem com uma for¢a hidrodinamica de cisalhamento do fluxo
de fluidos durante a escovagio resultando em reduc¢des da carga fingica®’>®. A escolha pelo
uso de agentes como o sabao neutro facilita a penetragdo no biofilme através da propriedade
tensoativa de seus componentes como o lauril sulfato de s6dio®’. A efetividade antimicrobiana
dos protocolos esta atrelada com sua capacidade em conseguir alcangar microorganismos os
quais conseguem aderir em porosidades de 0,2 um?>2.

Por outro lado, o NaOCl 0,1% quando utilizado associado a escovagdo prévia a
imersdo ou posteriormente, foi semelhante a escovacgao isolada. Nesses termos, a ordem das
intervencdes nio influenciou a efetividade antimicrobiana dos protocolos. E possivel inferir que
a concentracdo de 0,1% possa ter perdido consideravelmente o potencial antimicrobiano
inerente ao hipoclorito de sddio. Assim, por terem sido iguais a escovagao isolada, a capacidade
de diminuir a carga de C.albicans nos espécimes pode ter sido somente em virtude da
desorganizacdo do biofilme causado pela acdo mecanica da escovacdo. Em contrapartida, um
estudo prévio demonstrou que a concentragdo do NaOCl 0,1% reduziu a quantidade de UFC/mL
e apresentou os melhores resultados para remissdo da ERP, tendo o desempenho otimizado
quando associado ao processo mecanico de limpeza. Essa diferenga entre os estudos pode ter
ocorrido devido a rugosidade de superficie dos espécimes utilizados, haja vista que a adesao
inicial dos microorganismos a superficie de um substrato é a chave para sua patogenicidade*’.

Na presenca de proteses removiveis, a C.albicans € capaz de se adaptar e aderir tanto
a superficie epitelial do hospedeiro quanto a da base protética, assim, sua capacidade de
colonizago ¢ favorecida na resina acrilica*’. O PMMA fornece através de sua interface rugosa
um sitio propicio para a colonizagdo e principalmente para a maturac¢ao e desenvolvimento de

biofilme®. Com isso, é recomendado para os pacientes portadores de proteses removiveis, nio
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utiliza-las durante o periodo noturno, por conta da possibilidade de diminui¢do do efeito
protetor da saliva, agdo de limpeza da lingua e boa oxigenagio da mucosa'>®. A realizagdo de
um protocolo com associacao de métodos de desinfec¢dao e imersdo em agua durante 8 horas
(overnight) teve como objetivo simular como o paciente efetuaria sua rotina de limpeza e como
o biofilme na protese iria se comportar durante o periodo de remocgao da protese.

O grupo E+I+A obteve reducdes de 1,491log e 1,71 para as concentragdes de imersao
de 0,1% e 0,2%, respectivamente. E possivel inferir que o periodo de imersdo em agua possa
ter permitido a recolonizacao dos espécimes pelas células que se mantiveram viaveis apos as
desinfecgdes. O’donnell et al.'® (2017) demonstraram que mesmo apo6s o tratamento das
proteses, ainda hé a presenca de células fingicas capazes de recolonizar o sitio. Estas células
impregnadas em regides de porosidades sdo mais dificeis de serem penetradas por conta dos
efeitos protetivos do biofilme o qual ela estd englobada (bomba de efluxo e glucanos
extracelulares). Na literatura, reporta-se que a C. albicans pode continuar viavel através da sua
impregnacao em irregularidades de até 621 micrometros apds um periodo de 21 dias. Essas
células reconhecem os nutrientes presentes em seu substrato e através de um processo lento sao
capazes de se recuperar e emergir novamente®!. Este achado concorda com os estudos feitos

anteriormente 76263

, onde ¢ recomendado que protocolos de higienizacdo sejam feitos
anteriormente ao armazenamento e que preferencialmente seja feito o armazenamento seco.

A inversao da ordem de métodos no protocolo com “overnight” em éagua nao foi
realizado, no presente estudo. Visto que, os resultados satisfatorios superiores do protocolo E+I
em ambas as concentracdes em relagdo ao protocolo I+E associado com o conhecimento pela
literatura de que a imersdo em agua propicia um aumento da carga microbiana nao justificou a
adicao de um grupo sobre [+E+A.

Entretanto, o armazenamento em 4gua durante o periodo de remocdo da protese

140

colabora para o controle da liberagdo residual das solucdes de NaOCI™. Reagdes alérgicas ao

hipoclorito de sédio e sua acao irritante podem influenciar no nivel de inflama¢do da mucosa

do palato e rebordo alveolar®’. Em estudo laboratorial*’

simulando os protocolos de métodos de
higienizagao da protese associados, foi realizado o teste de citotoxicidade celular por MTT onde
o grupo E+I+A obteve os resultados de maior biocompatibilidade em comparagdo a grupos de
protocolos isolados e de associagdo sem imersao final em 4gua, com viabilidade celular superior
a 90%. Por fim, a limitagcdo deste estudo in vitro foi o uso do biofilme monoespécie. Estudos

futuros verificando as relacdes simbidtica da C. albicans com outros microorganismos

colonizadores da superficie protética sdo necessarios.
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CONCLUSAO

A aplicagdo de métodos mecanicos e quimicos associados promovem maior redugao
da colonizagao de C. albicans. A ordem de intervengao mais efetiva foi iniciar com a escovagao
seguida por imersdao em NaOCIl, sendo o grupo E+10,25% o de melhor desempenho. Os grupos
de imersdo isolada em solugdo de NaOCl 0,1% e 0,25% apresentaram a menor efetividade
antimicrobiana em relacdo a todos os protocolos de higienizagdo. Ao comparar protocolos
iguais com concentragdes distintas de NaOCI (0,1 e 0,25%), apenas os grupos de escovagao
seguido por imersdo e imersao seguido por escovacao foram diferentes. Nao houve diferenca
significativa da contagem de UFC/mL entre os grupos de associacdo entre métodos mecanicos
e quimicos a 0,1% (E+10,1% e 10,1%+E) e a escovagdo isolada. A média das contagens de
UFC/mL dos protocolos com imersao posterior overnight em agua foi moderada, sendo superior

ao controle apenas e imersoes isoladas.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de analisar de forma quantitativa e
qualitativa a efetividade antimicrobiana do hipoclorito de sédio (NaOCI) em baixas
concentragoes (0,1% e 0,25%) associado com métodos mecanicos de desinfecgoes, alternando
a ordem de intervencdo e a imersdo (overnight) em agua. A partir dos resultados, foi possivel
reafirmar a eficacia dos métodos de associagao de métodos mecanicos e quimicos na redugao
da carga fungica de C. albicans nos espécimes estudados. Sendo que, o protocolo de escovagao
seguida por imersio em NaOCl 0,25% obteve os melhores resultados de efetividade
antimicrobiana em relagdo aos demais grupos de higienizagao.

A preconizagdo pela remogdo da protese durante a noite tem como intuito diminuir o
risco de ocorréncia de lesdes de ERP. Com isso, o cuidado com o armazenamento desta protese
¢ relevante. No presente estudo, em relacdo a efetividade antimicrobiana, o grupo de
armazenamento em agua nao teve resultados tdo satisfatérios quanto os que ndo foram
armazenados. Porém, deve-se levar em consideragdo que o mesmo se trata de uma simulagao

pontual de desinfec¢do da protese.
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CURSO DE ODONTOLOGIA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
£
DISCIPLINA DE TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO DE ODONTOLOGIA

ATA DE APRESENTACAO DO TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

Aos 30 dias do més de outubro de 2023, as 8:20 horas, em sesséo publica no (a) sala
de aula H202 desta Universidade, na presenca da Banca Examinadora presidida pelo
Professor Mauricio Malheiros Badard

e pelos examinadores:

1 — Thais Mageste Duque,

2 — Ana Paula Varela Brown Martins,

a aluna Ana Beatriz Sato Kamio

apresentou o Trabalho de Conclusdo de Curso de Graduagdo intitulado: “Efetividade
antimicrobiana dos protocolos de desinfecgao para préteses totais quanto ao método,
concentragéo das solugdes e imersdo posterior “overnight” em agua

como requisito curricular indispensével a aprovagdo na Disciplina de Defesa do TCC e
a integralizagéo do Curso de Graduagdo em Odontologia. A Banca Examinadora, apos
reunidio em sessdo reservada, deliberou e decidiu pela TR OUAC KO do

referido Trabalho de Conclusdo do Curso, divulgando o resultad{:v formalmente ao
aluno e aos demais presentes, e eu, na qualidade de presidente da Banca, lavrei a
presente ata que serd assinada por mim, pelos demais componentes da Banca
Examinadora e pelo aluno orientando.
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SOLICITACAO DE EMBARGO

Conforme o artigo 7° da Resolugdo Normativa n. 126/2019/CUn, de 28 de
maio de 2019, solicito embargo do seguinte Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC),

sob a justificativa de previsdao de publicagdo em periédico cientifico:

Titulo do TCC: Efetividade antimicrobiana de protocolos de desinfecgdo para
proteses totais quanto a ordem do método, concentracdo da solugdo e imersao

posterior overnight em agua
Aluna(o): Ana Beatriz Sato Kamio

Orientador(a): Prof. Mauricio Malheiros Badard

O referido TCC foi submetido ao curso de Odontologia da Universidade
Federal de Santa Catarina, no semestre 2023.2, como pré-requisito para obtengido

do titulo de Cirurgia-Dentista em Odontologia, e foi aprovado pelos avaliadores.

Florianopolis, 30 de outubro de 2023

Documents assinado digitalmente

Mauricio Malheiros Badaro
Data: 14/11/2023 11:08:24-0300

CPF: *** 540 692-**
Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Dr. Mauricio Malheiros Badaro
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abordado. Deve conter a estrutura de um texto dissertativo, com Introducéo, Desenvolvimento, Conclusdo e Referéncias.

2 - Artigos originais (perfazem mais de 80% da edicdo): apresentam resultados inéditos de pesquisa cientifica, clinica ou experimental, entre outros.

Devemn conter em sua estrutura: Introduc&o, Objetivo, Métodos, Resultados, Discussdo, Conclusdo e Referéncias.

3 - Relatos de casos: apresentacdo da experiéncia profissional, baseada em estudos de casos peculiares e/ou em novas técnicas, com comentarios
sucintos de interesse para a atuacdo de outros profissionais da area. Devem conter em sua estrutura: Introducdo, Relato(s) do(s) Caso(s), Discussdo e

Referéncias. Para relatos de técnicas: Introducéo, Apresentacdo da Técnica, Concluséo e Referéncias.

4 - Artigos de revisdo: avaliacdo critica sistematizada sobre determinado assunto, devendo ter conclusées. Devem ser descritos os procedimentos
adotados - metodologia de busca, critérios de inclusédo e exclusdo, resultados e discussdo - esclarecendo a delimitacdo do tema. Devem conter em sua

estrutura: Introdugdo, Objetivo, Métodos, Resultados, Discussdo, Conclusdo e Referéncias.

5 - Relatos de Experiéncia: Redacéo técnico-cientifica com objetivo de descrever experiéncia vivenciada e contribuir com a construcdo do conhecimento
na area de forma sistematizada e estruturada com finalidade de trazer reflex8es sobre determinada realidade e/ou experiéncia. Deve conter: Introducéo

(contextualizagdo, relato da experiéncia, marco teérico), resultados, discussao e conclusdes.

2. MANUSCRITOS EM LINGUA ESTRANGEIRA

A Revista Brasileira de Pesquisa em Saude aceita submissdo de manuscritos na integra em lingua estrangeira desde que os autores apresentem junto ao

trabalho submetido o certificado de revisdo de inglés ou espanhol.

Os pesquisadores deverdo assumir os custos da revisdo em lingua estrangeira. Caso um dos coautores seja estrangeiro nativo da lingua inglesa e/ou
espanhola, este deveré revisar o inglés e o espanhol do trabalho. O autor principal (correspondente) deverd enviar atesto para revista confirmando que

essa revisao foi feita por um dos autores nativos da lingua inglesa ou espanhola.

Para manuscritos em lingua portuguesa, é obrigatério secdo de abstract, porém ndo é necessario submeter atesto de revisdo da lingua (essa etapa é

realizada no fluxo de editoracdo da RBPS sem custos aos autores).
3 APRESENTAGAO DO MANUSCRITO

Os manuscritos deverdo ser digitados em Word for Windows e enviados exclusivamente pelo Sistema On-line de Submisséo de Manuscritos
(http://periodicos.ufes.br/rbps), acompanhados dos documentos digitalizados: a) Declaragdo de Conflito de Interesse; b) Parecer consubstanciado de

Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa; ¢) Declaracio de Responsabilidade e Transferéncia de Direitos Autorais.

As paginas do manuscrito devem estar numeradas e configuradas para papel A4, com margens superior, inferior, esquerda e direita de 3 cm, fonte Arial

tamanho 12 e espago 1,5, com alinhamento do texto justificado e paragrafos com tabulagdo com recuo de primeira linha em 1,25. O nimero de paginas
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esta limitado a 25 e deve obedecer a configuragdo acima, incluindo Pagina de Rosto, Resumo, Abstract, Introdugéo, Métodos, Resultados, Discusséo,

Conclusdo, Referéncias, além de ilustragdes (figuras, tabelas, quadros, graficos, fotos etc.).
A) Pagina de rosto

Devera ser enviada uma pégina de rosto contendo somente os seguintes itens: titulo do manuscrito em portugués e inglés e nome completo dos autores,
informacéo sobre a afiliagio dos autores (principal instituicdo de origem, cidade, estado e pais), nome e endereco completo para correspondéncia, lacal
em que o estudo foi realizado. Indicacdo do responsavel pela troca de correspondéncia, fornecendo endereco completo (CEP, endereco e e-mail) para

contato.
Devem ser incluidas na folha de rosto as fontes de financiamento para realizacdo da pesquisa, tais como: bolsas de estudos e auxilios financeiros.

IMPORTANTE: A P4gina de Rosto deve ser incluida como documento suplementar. Os dados contidos na pégina de rosto ndo devem ser incluides ne corpo

do manuscrito para garantia do sistema de fluxo editorial blind review.
B) Resumo e Abstract

Os resumos devem possibilitar ao leitor avaliar o interesse do manuscrito e compor uma série coerente de frases, e ndo a simples enumeracao de titulos,
fornecendo, portanto, uma visdo clara e concisa do contetido do manuscrito, suas conclusées significativas e a contribuicdo para a satide coletiva. Deve
conter, no maximo, 250 palavras e ser apresentado em portugués e inglés, incluindo palavras de estrutura (Introdugdo, Objetivos, Métodos, Resultados,

Conclusdo) e palavras-chave.
C) Palavras-chave e Keywords

Sé&o palavras ou expressdes que identificam o contetido do manuscrito, fornecidas pelo préprio autor. Deverdo ser seguidos os cabecalhos de assuntos
dos Descritores em Ciéncias da Saide (DeCS), em portugués e inglés, indicados pela Biblioteca Virtual em Satde (http: //decs.bvs.br).

D) Estrutura do texto

A estrutura do texto devera estar de acordo com a natureza do manuscrito: Editorial, Artigos Originais, Artigos de Reviséo, Relato de Casos e de

Experiéncia.
E) llustragbes

As ilustragdes e tabelas do manuscrito submetido & apreciacdo estdo limitadas ao nimero maximo de cinco. No entanto, no caso de aceite do manuscrito,

serdo solicitados aos autores os arquivos originais em que as ilustracdes e tabelas foram construfdas a fim de permitir a formatacéo gréfica.

De acordo com a ABNT, NBR 14724, de 17 de marco de 2011, "Qualquer que seja o tipo de ilustracdo [ou tabela], sua identificacio aparece na parte
superior, precedida da palavra designativa (desenho, esquema, fluxograma, fotografia, grafico, mapa, organograma, planta, quadro, retrato, figura,

imagem, entre outros), sequida de seu niimero de ordem de ocorréncia no texto, em algarismos arabicos, travessdo e do respectivo titulo”.

0Os desenhos enviados poderdo ser melhorados ou redesenhados pela produc&o da Revista, a critério do Corpo Editorial. Imagens digitais poderdo ser
aceitas desde que sua captacdo priméria tenha ocorrido, pelo menos, em tamanho (10cm x 15cm) e com resolugdo adequada (300 dpi). Desenhos e
esquemas deverdo ser limitados ao minime, feitos, preferencialmente, em Corel Draw, devendo ser fornecidos em formato digital junto com o arquive do
manuscrito e apresentados em folhas separadas. Se houver figuras extraidas de outros trabalhos previamente publicados, os autores devem providenciar
permisséo, por escrito, para a reproducdo. Essa autorizacdo deve acompanhar o manuscrito submetido a apreciacdo para publicagdo. Todas as ilustragdes

e tabelas, sem excecéo, devem ser citadas no corpo do texto e ser apresentadas em paginas separadas.
F) Agradecimentos

E opcional aos autores. Devem ser breves, diretos e dirigidos apenas a pessoas ou instituicdes que contribuiram substancialmente para a elaboracéo do

manuscrito. Dever&o estar dispostos no manuscrito antes das referéncias. Ndo devem ser feitos agradecimentos de cunho pessoal ou familiar.
G) Referéncias

As referéncias estdo limitadas a um nimero méximo de 30 (exceto para revisées sistematicas) e devem ser apresentadas na ordem em que aparecem no
texto, numeradas e normatizadas de acordo com o Estilo Vancouver. Os exemplos devem estar conforme os Requisitos Uniformes para Manuscritos

Apresentados a Periédicos Biomédicos (National Library of Medicine).

A exatiddo das referéncias é de responsabilidade dos autores. Referéncias a documentos ndo indexados na literatura cientifica mundial, em geral de
divulgagdo circunscrita a uma instituicdo ou a um evento (teses, relatérios de pesquisa, comunicagdes em eventos, dentre outros) e informagdes extraidas

de documentos eletrénicos, ndo mantidas permanentemente em sites, se relevantes, devem figurar no rodapé das paginas do texto onde foram citadas.
H) Citac3o das referéncias no texto

Seguir o sistema numérico de citacdo, no qual somente os nimeros indices das referéncias, na forma sobrescrita, sdo indicados no texto. Nao devem ser

citados os nomes dos autores e o ano de publicacio. Somente & permitida a citagdo de nome de autores (sequido de nimero indice e ano de publicacdo
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do manuscrito) se estritamente necessario. Exemplos de citacdo de referéncias no texto:
* Nameros aleatérios

"0 processamento é negligenciado pela maioria dos profissionais,chegando alguns autores a afirmar que cerca de 90% das falhas em radiografias

acontecem na cdmara escura” 2810,
* Numeros sequenciais

“Desde que observacdes clinicas comprovaram que lesdes de mancha branca séo reversiveis, a remineralizacdo passou a ser um importante mecanismo
nl-4

na prevencdo e reducdo clinica das caries em esmalte

+ Citacdo de nome de autor

“Cassatly et al.2 reportam um caso de osteomielite em uma paciente submetida & apicectomia com laser de Nd: YAG, que levou & necrose de parte da

maxila, pela difuséo do calor gerado ao tecido 0sseo adjacente ao apice radicular.”
I) Abreviaturas

N&o sdo recomendaveis, exceto as reconhecidas pelo Sistema Internacional de Pesos e Medidas ou as consagradas nas publicacées médicas, que deverdo
seguir as normas internacionais tradicionalmente em uso (aprovadas pelo documento de Montreal publicado no British Medical Journal 1979;1:532-5).

Quando o nimero de abreviaturas for significativo, providenciar um glossario & parte.
J) Nomes de drogas

Autilizagdo de nomes comerciais (marca registrada) ndo é recomendével; quando necessério, o nome do produto deveré vir apds o nome genérico, entre

parénteses, em caixa-alta-e-baixa, sequido pelo simbolo que caracteriza a marca registrada, em sobrescrito.
K) Considerag6es finais

Como parte do processo de submisséo, os autores sdo obrigados a verificar a sua conformidade em relacdo a todos os itens aqui listados. As submissées

que ndo estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos autores.
Para contato, envie e-mail para rbps.ccs@ufes.br

Correspondéncias devem ser enviadas & Revista Brasileira de Pesquisa em Salde aos cuidados da Editoria-chefe da Revista Brasileira de Pesquisa em
Satde (RBPS), endereco: Avenida Marechal Campos, nimero 1468, Maruipe, Vitéria, Espirito Santo, Brasil, Cep: 29040-090. Centro de Ciéncias da Satde,

Universidade Federal do Espirito Santo.

Artigos Originais

O resumo deve possibilitar ao leitor avaliar o interesse do manuscrito e compor uma série coerente de frases, e ndo a simples enumeracéo de titulos,
fornecendo, portanto, uma visdo clara e concisa do contetido do manuscrito, suas conclusdes significativas e a contribuicdo para a satde coletiva. Deve
conter no maximo 250 palavras, em paragrafo Unico, espacamento simples, e as se¢des “Introdugéo, Objetivos, Métodos, Resultados e Conclusédo”. O

nome da secdo deve estar em negrito. O texto deve ser em fonte Arial, 12, sem negrito. Ao final do resumo, devem ser listadas de 3 a 5 palavras-chave.

Relato de Caso

Apresentacdo da experiéncia profissional, baseada em estudos de casos peculiares e/ou em novas técnicas, com comentarios sucintos de interesse para a
atuagdo de outros profissionais da drea. Devem conter em sua estrutura: Introducdo, Relato(s) do(s) Caso(s), Discussédo e Referéncias. Para relatos de

técnicas: Introducéo, Apresentacdo da Técnica, Conclus&o e Referéncias.

Relatos de Experiéncia

Redacé&o técnico-cientifica com objetivo de descrever experiéncia vivenciada e contribuir com a construgdo do conhecimento na area de forma
sistematizada e estruturada com finalidade de trazer reflexées sobre determinada realidade e/ou experiéncia. Deve conter: Introducdo (contextualizacdo,
relato da experiéncia, marco teérico), resultados, discussdo e conclusées.

Artigos de Revisao

Avaliacdo critica sistematizada sobre determinado assunto, devendo ter conclusdes. Devem ser descritos os procedimentos adotados - metodologia de

busca, critérios de incluséo e exclusdo, resultados e discusséo - esclarecendo a delimitagdio do tema. Devem conter em sua estrutura: Introducdo,

Objetivo, Métodos, Resultados, Discussdo, Conclusdo e Referéncias.
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Declaragdo de Direito Autoral
DIREITOS AUTORAIS

Os autores deverdo submeter para apreciacdo da RBPS a "Declaracdo de Responsabilidade e Transferéncia de Direitos Autorais”, contendo a assinatura de

cada um dos autores, de acordo com o modelo apresentado a seguir:
¢) Declaracéo de Responsabilidade e Transferéncia de Direitos Autorais

Nés, abaixo assinados, transferimos todos os direitos autorais do manuscrito intitulado " & Revista Brasileira de Pesquisa em
Satide [Brazilian journal of Health Research. Declaramos, ainda, que o manuscrito & original e ndo esté sendo considerado para publicacdo em outra revista,
no formate impresso ou eletrénico.

Contribuicdo dos autores:

Indicar as iniciais dos autores que realizaram cada uma das funcges abaixo: Concepgdo:
Aquisi¢do de financiamento:

Investigacdo:

Metodologia:

Tratamento e analise de dados:

Redacéo:

Reviséo:

Aprovacdo da versdo final:

Supervisdo:

Informar a "Disponibilidade de dados de pesquisa e outros materiais": indicar a possibilidade de acesso aos materiais utilizados pelos autores em algum

repositério ou biorrepositério e banco de dados, se houver.
Local, _/_/ . Assinatura(s):

FHIMPORTANTE: A Declaracio de Responsabilidade e Transferéncia de Direitos Autorais deve ser incluida como documento suplementar e assinada pelos autores.

Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para os servicos prestados por esta publicacdo, ndo sendo disponibilizados

para outras finalidades ou a terceiros.
Respeitosamente,

Equipe Editorial da RBPS

Enviar Submisséo

Idioma
English

Portugués (Brasil)

Informagdes
Para Leitores
Para Autores

Para Bibliotecérios

Edicdo Atual
[rrom [ 10 ]
| CC—
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