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Resumo

A estomatite protética é a lesdo bucal mais comumente encontrada nos usuarios de
protese total. Sua etiologia € multifatorial, sendo Candida albicans, o agente
etiolégico primario. O objetivo do presente estudo foi avaliar a utilizacdo do vinagre
como agente antimicrobiano, no controle de Candida spp.,em portadores de protese
total superior. Cinquienta e cinco individuos foram submetidos a anamnese, exame
clinico bucal e ao estudo da protese. No tratamento instituido, os individuos foram
instruidos a higienizar a prétese com escova apropriada e sabdo neutro, retira-la
durante a noite, aproximadamente oito horas por dia, fazendo sua desinfeccdo em
solucado de agua com 10% de vinagre, com pH = 2,89. Antes e apds quarenta e
cinco dias do tratamento instituido, foram coletadas amostras de saliva para
contagem das UFC/mL e posterior isolamento e identificacdo das espécies do
género Candida por meio de provas bioguimicas, de microcultivo e formacéo de tubo
germinativo. Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de correlacao de
Spearman e ao teste t de Student para amostras pareadas, num nivel de
significancia de 5%. As variaveis qualitativas foram tabuladas, sendo calculada a
freqiiéncia relativa. Concluiu-se que a solucao de vinagre a 10% testada, controlou
as espécies de C.guilliermondii, C.lusitaniae e C. parapsilosis, reduziu as espécies
C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei, no entanto ndo controlou efetivamente o
principal agente etiolégico da estomatite protética (C. albicans) em portadores de
protese total superior. Desta forma, sugere-se novas pesquisas que visem a
utilizacdo deste produto, em concentracées mais elevadas.

Palavras-chave: Candida. Candida albicans. Protese total. Vinagre.



Abstrct

The prosthetic estomatite is the lesion most commonly found in the users of total
prosthesis. Its ethiology is multifactorial, being Candida albicans the primary
ethiologic agent. The objective of the present study was to evaluate the use of
vinegar as antimicrobial agent, in the control of Candida spp. in carriers of superior
total prosthesis. Fifty five individuals were submitted to the anamnese, buccal clinical
exam, and to the prosthesis study. In the instituted treatment, the individuals were
well informed about the procedure used to clean up the prosthesis with an
appropriate brush and coconut soap, and to remove the prosthesis during night time,
approximately eight hours a day, disinfecting it in a 10% of vinegar solution in water,
with pH lower than 3. Before and after forty five days of the instituted treatment,
saliva samples were collected for counting the UFC/mL and for further identification
of the Candida gender species by biochemical tests like microculture and germ tube
formation. The obtained results were submitted to the Spearman’s correlation
analysis and to the t of Student test, for paired samples, within a significance level of
5%. The qualitative variables were tabulated, being calculated the relative frequency.
The 10% vinegar solution controlled the C. guillermondii, C. lusitaniae and C.
parapsilosis species, reduced the C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei, yet it didn’t
control, effectively, the main ethiologic agent of the proteic estomatite (C. albicans)
within the people who carry superior total prosthesis. In this way, new searches are
suggested in order to lead to the use of this product in higher concentrations.

Key -Words: Candida. Candida albicans. Complete denture. Vinegar.
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1 INTRODUGCAO

A odontologia tem apresentado avancos cientificos notaveis para a
reabilitacdo da saude bucal de pacientes parcial ou totalmente desdentados, com o
desenvolvimento de novas técnicas, materiais e procedimentos laboratoriais para a
confecgdo de préteses removiveis, totais ou parciais. No entanto, apesar desses
fatores, as proteses podem atuar como potenciais causadoras de injurias aos
tecidos. Ainda existe, entre os usuarios deste tipo de aparelho, falta de informacdes
sobre a confecgdo, uso e manutencdo das mesmas.

A satisfacdo com a instalacdo da prétese total e auséncia de sintomas,
muitas vezes leva o0 paciente a pensar erroneamente que as proteses sao
permanentes e ndo necessitam de manutengdo. Porém, o uso continuo das
mesmas sobrecarregam os tecidos de suporte, podendo propiciar o aparecimento de
lesdes (BARBACHAN et al., 1995; HALFT et al., 1986; NEVALAINEN et al., 1997;
ZANETTI et al., 1996).

Apesar do cuidado na confeccao das préteses, varias lesbes podem se
desenvolver na mucosa, associadas ao seu uso continuo, sendo a mais comumente
encontrada a estomatite protética. Este tipo de lesdo caracteriza-se por apresentar
eritema de grau variado e etiologia bastante discutida na literatura (ARENDORF;
WALKER, 1979; CUMMING et al., 1990; DOROCKA-BOBKOWSKA et al., 1996;
JEGANATHAN et al., 1997). De acordo com Budtz-Jérgensen e Bertram (1970), a
estomatite protética € uma reacao inflamatéria dos tecidos bucais que mantém
contato direto com as proteses, sendo bastante comum em idosos. Pode estar

associada a quadros de candidose atréfica e queilite angular.



Segundo Webb et al. (1998a;1998b), a candidose bucal, na forma de
estomatite protética, ocorre em 65% de usuérios de prétese total. Sua etiologia €
multifatorial sendo Candida albicans o agente etiolégico primario (NIKAWA et al.,
1995). De acordo com Budtz-Jérgensen e Bertram (1970) e Nikawa et al. (1999), a
estomatite pode estar associada ao uso continuo da protese, trauma, presenca de
biofilme dentario, falta de higiene, dieta inadequada, uso de antibibticos, reacao
alérgica ao material de base da protese e condicées de predisposicdo sistémica.
Considerando-se esses aspectos, é de extrema importancia a limpeza mecénica
e/ou quimica das proteses para evitar a estomatite protética. Existem métodos de
limpeza quimicos e mecéanicos. Os mecanicos sdo o uso da escova com dentifricio
ou sabonete e 0 uso de dispositivos ultra-sénicos. Os métodos quimicos envolvem a
imersao da protese em produtos quimicos como peréxidos alcalinos, hipocloritos
alcalinos, acidos diluidos, desinfetantes e enzimas (SESMA et al., 1999).

Hoje & amplamente reconhecido que, para estabelecer o tratamento
adequado de doengas microbianas, é necessario conhecer o agente etiolégico. Em
suma, o produto de escolha para o tratamento deve apresentar atividade
antimicrobiana para o agente infectante. Podem ser encontrados na literatura,
trabalhos que avaliaram a acao antifungica de diversas substancias sobre Candida
albicans. Essas substancias incluem hipoclorito de sédio (BARNABE et al., 2004;
WEBB et al.,1995), acido acético - extraido de uma bebida fermentada denominada
kombucha na concentracdo de 7 g L' (GREENWALT et al., 1998), substancias
organicas volateis tais como aménia, dissulfeto de carbono, diéxido de carbono,
acido aceético glacial e peréxido de hidrogénio (JAIN; AGRAWAL,1994) e substancias
pertencentes ao grupo quimico dos benzotiazois como: 6-amino-2-n-

pentylthiobenzothiazole, benzylester (6-amino-2-benzothiazolylthio) acido acético e



3-butylthio-(1,2,4-triazolo)-2,3-benzothiazole (BUJDAKOVA et al., 1993). No caso
especifico de métodos caseiros de higienizacdo e limpeza de préteses tém sido
utiizadas as seguintes substancias: perdxidos alcalinos (perborato de so6dio),
hipocloritos alcalinos (hipoclorito de sodio), acidos diluidos (cloridrico, fosférico ou
benzbico), desinfetantes (digluconato de clorexidina) e as enzimas proteases e
mutanases (SESMA et al., 1999).

Constata-se na literatura o uso do &cido acético e vinagre no campo da
medicina, para tratamento de feridas abertas (UTYAMA, 2003), e também sua
utilizacdo como método caseiro para limpeza de proteses (ANTHONY; GIBBONS,
1958). O vinagre € um liquido azedo e adstringente que resulta da fermentagéo
acida de bebidas alcodlicas, particularmente dos vinhos branco e tinto, e é composto
principalmente de acido acético. O vinagre destilado ou vinagre de alcool é o produto
da fermentacéo acética do alcool destilado diluido. Vinagre de vinho € o produto da
destilacdo acética do vinho (BRASIL, 2004b). Deve conter, segundo a Legislacao de
Bebidas do Ministério da Agricultura, uma acidez volatil minima de quatro gramas
em cem mililitros (4 g 100 mL™"), expressa em &cido acético, e sua graduacio
alcodlica nao deve exceder a 1°GL (um grau Gay Lussac). A composicao quimica
em acidez do acido acético do vinagre de vinho oscila entre 6 a 8 g/100 mL do
produto (BRASIL, 2004a).

Considerando-se que existe controvérsia entre os cirurgides-dentistas na
indicacao do melhor método para higienizacao das préteses e que, no Brasil, a
maioria da populacao possui baixo poder aquisitivo, este trabalho teve como objetivo
avaliar a utilizacdo de uma solucdo de vinagre como agente antimicrobiano no

controle de Candida spp., em portadores de prétese total superior.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estomatite protética

Estomatite protética é o termo usado para descrever modificacées patoldgicas
encontradas na mucosa bucal que recobre os tecidos de suporte da protese
(BUDTZ-JOERGENSEN, 1978). Pode atingir os individuos que utilizam prétese
dentaria por longos periodos, acometendo principalmente a mucosa maxilar e
mandibular, podendo ser localizada ou generalizada. A mucosa sob a proétese torna-
se edematosa, eritematosa, com ou sem areas esbranquicadas pela infeccao por C.
albicans ou pela presenca de alimentos (SILVA; FERNANDES, 2001). Pode ser
classificada em trés tipos (Newton, 1962): tipo 1-) apresenta inflamacao localizada;
tipo 2-) apresenta um eritema difuso e o tipo 3-) apresenta hiperplasia papilar
inflamatéria. Freqlentemente pode estar associada com queilite angular e glossite.
As principais causas da estomatite protética sdo traumas e infecgdes por espécies
de Candida, principalmente C. albicans que é considerado o Unico microrganismo
com funcao patogénica estabelecida na estomatite protética. Nao existem evidéncias
cientificas que comprovem que a alergia a base do material protético, em particular a
resina acrilica, seja mais uma complicacdo secundaria ao uso da prétese. Sabe-se
que a estomatite tipo 1 é causada apenas por trauma, enquanto que as do tipo 2 e 3
sdo induzidas por Candida; no entanto, o trauma pode ser um fator de
predisposicdo & infeccdo (BUDTZ-JOERGENSEN, 1978).

Espécies de Candida sao leveduras frequentemente isoladas da cavidade
bucal, sendo a candidose bucal o resultado do aumento de crescimento das

leveduras com conseqliente penetragdo nos tecidos, quando o hospedeiro esta



fisica e imunologicamente debilitado (CANNON et al., 1995). Candida albicans é um
patdgeno oportunista, que pode causar doencas quando as defesas do organismo
estdo fragilizadas. A maioria dos fatores que predispdem o organismo a infeccao
estdo associados a dieta, iatrogenia e ao trauma mecanico (FARAH et al., 2000).
Préteses mal adaptadas e com ma higiene podem aumentar o risco da penetragéo e
colonizacdo das leveduras do género Candida. As préteses dentarias podem
produzir decréscimo do pH do meio e condigdes anaerdbias por diminuicao do fluxo
de oxigénio e saliva sobre o tecido adjacente, favorecendo o supercrescimento de
fungos (SHERMAN et al., 2002)

Em trabalho realizado por Samaranayake et al. (1980), verificou-se que
leveduras do género Candida tém afinidade ao acrilico da protese total. Na cavidade
bucal o estagio inicial da estomatite protética ocorre com a adesao de Candida as
células epiteliais da mucosa, seguido pelo crescimento e invasdo do tecido (WEBB
et al., 1998b). Foi realizado por Jorge et al. (1997), um estudo para verificar a
presenca de leveduras do género Candida na saliva de individuos com diferentes
fatores predisponentes. Esses autores concluiram que Candida albicans foi a
espécie predominante em todos os grupos, incluindo os individuos portadores de
prétese total, com maior diversidade de espécies naqueles com fatores
predisponentes.

Objetivando determinar a prevaléncia de C. albicans, Staphylococcus aureus
e Streptococcus mutans na mucosa bucal e nas préteses dos pacientes com e sem
estomatite protética e avaliar sua relacdo com outros cofatores clinicos potenciais,
como o pH, Monroy et al. (2005) coletaram saliva de 105 pacientes (62 mulheres e
43 homens) com prétese total. Foram coletadas amostras da mucosa bucal e da

prétese, para posteriores estudos microbiolégicos convencionais. Identificaram



estomatite protética em cinglenta pacientes e um pH salivar médio de 52. A
presenca de C. albicans, S. aureus e S. mutans foi de 51,4%, 52,4% e 67,6%,
respectivamente. C. albicans foi encontrada em 86% dos isolados com estomatite
protética.

Os mecanismos envolvidos na producéao de fatores de viruléncia em espécies
de Candida sao complexos e variam com o estagio da invasao local e resposta do
hospedeiro (HAZEN, 1989). Estudos tém demonstrado que a estomatite protética
esta relacionada com o crescimento de Candida, principalmente associada ao
biofilme da prétese, e ndo a mucosa do palato, sugerindo que o tratamento pode ser
direcionado a prétese e ndo a mucosa (VAN-REENEN, 1973). Segundo Ramaje et
al. (2004), embora os microrganismos pertencentes ao género Candida estejam
associados com “placa protética”, sua funcédo na formacao do biofilme e na etiologia
da estomatite protética ainda nao foi amplamente estudada. Esses mesmos autores,
avaliando a relacao entre a presenca de Candida, na cinética do desenvolvimento do
biofilme in vitro com a estomatite protética, concluiram que a presenca de Candida
no biofilme da protese, favorece a sobrevivéncia de células fungicas, bem como
intensifica o processo da doenca em pacientes com estomatite protética.

Barbeau et al. (2003) estudaram a relacdo entre Candida albicans e
estomatite protética, avaliando o processo inflamatério de acordo com a versao
modificada da classificacdo de Newton. Verificaram que a presenca de leveduras
sobre a prétese estava significativamente associada a extensao da inflamacao,
sugerindo que o processo inflamatorio da estomatite favorece a colonizagdo de
Candida. De acordo com Jorge et al. (1991), quando se avalia apenas o0 uso da

protese, Candida albicans é a espécie mais comum sendo responsavel por cerca de



70% dos isolados. Além de Candida albicans, outras espécies incluem Candida
tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis e Candida Kkrusei.

Pires et al. (2002) avaliaram a incidéncia de estomatite protética e seus
fatores de predisposicdo em 77 pacientes desdentados, antes e apds seis meses do
uso de uma nova proétese total. Concluiram que o fluxo salivar, a populacdo de
Candida na saliva e as espécies de Candida foram similares em ambas as
avaliacoes, sendo que a maior incidéncia de estomatite e Candida ocorreram em
pacientes do sexo feminino. Afirmaram também que, considerando que a contagem
de Candida na saliva permaneceu alta, a higiene bucal e da protese deve ser
continua.

Avaliando a relagdo existente entre os habitos de higiene, limpeza da
protese, presenca de leveduras e estomatite protética em pessoas idosas, Kulak-
Ozkan et al. (2002) concluiram que existe forte relacdo entre estomatite protética,
presenca de leveduras e limpeza da protese. Verificaram também que, nas amostras
retiradas do palato, Candida albicans era a espécie mais freqiente em comparacao
com C. guilliermondii e C. parapsilosis.

A habilidade de C. albicans em aderir a superficie da mucosa é certamente
um pré-requisito para a infec¢do, entretanto, na candidose atrofica, o maior
reservatério de fungos é a prétese. O biofilme dentério se forma sobre o material da
protese e Streptococcus mutans e S. sanguis sao comumente encontrados neste
biofilme. Parecem ter importante papel na colonizacdo de Candida sobre a prétese
total. O desenvolvimento da estomatite protética ndo é, portanto, uma simples
consequéncia da aderéncia de C. albicans sobre a prétese total, mas pode depender
da co-agregacao ou interagdo entre Candida e estreptococos. O mecanismo de

adesdo pode muito bem ser dependente da sacarose, com S. mutans formando



glucano ao qual Candida se adere (LEHNER, 1996). Kulak et al. (1997a) verificaram
em pacientes com estomatite protética, presenca de grande numero de C. albicans e
Streptococcus, e envolvimento de outros microrganismos cujas importancias
especificas devem ser elucidadas. De acordo com estes autores, um mecanismo de
adesdo, resultante da agcao conjunta de bactérias (principalmente S. mutans) e
leveduras sobre a prétese, produzem ambiente acido, ideal para crescimento de
outros microrganismos. Isto foi constatado por Webb et al. (1995) em trabalho de
pesquisa, no qual concluiram que a presenca de Streptococcus facilitou a aderéncia
de C. albicans ao acrilico da prétese. Segundo Borg e Ruchel (1988), Davey e
Rogers (1984) e Kulak et al. (1997a), isso pode ser correlacionado com adeséo a
resina acrilica, onde, no estagio de hifa, as proteinas que sado produzidas por
espécies de Candida, auxiliam a aderéncia e penetracao na mucosa. Desta forma,
explica-se a forte relacdo entre colonizacdo da base da protese por Candida
albicans e estomatite protética (BORG; RUCHEL, 1988; LEHNER, 1996).

Em trabalhos anteriores, Budz-J6érgensen (1978) e Budz-Jérgensen e Bertram
(1970) verificaram que a constante falta de limpeza é um dos fatores etioldgicos da
estomatite protética e €, normalmente, negligenciado por pacientes e profissionais.
Brito e Veloso (2004) avaliaram que as lesbes causadas por préteses totais mal
adaptadas ou em estado precario de uso e conservacao sao fatores favorecedores
do surgimento de lesdes no tecido mole da cavidade bucal e que infecgdes fungicas
sao constantemente observadas em pacientes que nao tém o habito de remover as
proteses ao dormir. De acordo com Silva e Fernandes (2001), a hiperplasia papilar
do palato é considerada por alguns autores como uma forma granulomatosa
inflamatéria da estomatite protética. Caracteriza-se por varias papulas eritematosas

e edematosas com cerca de 2 mm cada, isoladas ou agrupadas, dando aspecto de



paralelepipedo. Isto ocorre dez vezes mais em individuos que dormem com a
prétese e cinco vezes mais em associagcao a proteses de acrilico do que metalicas.

Arendorf e Walker (1979) afirmaram que o uso de préteses € um fator que
favorece a presenca e o0 desenvolvimento de varias espécies de Candida,
ressaltando que o habito de dormir com as mesmas, acentua a inflamagéo. Sakki et
al. (1997) constataram alto indice de estomatite protética em idosos que tinham
condicao de vida mais precaria e pouca nocao de higiene bucal. Este fato também
foi observado no Brasil por Sa (1995), que trabalhou com idosos institucionalizados.
Pinto-Coelho et al. (2004), em trabalho para avaliar a frequéncia de lesbes da
mucosa bucal associadas ao uso de proteses removiveis parciais ou totais,
verificaram que as mesmas estdo diretamente relacionadas com a ma confecgéo
das préteses, tempo de uso e ma higiene bucal, ressaltando a necessidade de
controle periédico quanto a manutencéo e limpeza da prétese.

A candidose é considerada uma infeccao de mdultiplas manifestacoes, tendo
dentre outras causas, 0s longos tratamentos com antibiéticos, higienizacao
deficiente, imunodeficiéncia e diabetes. Desta forma, ha necessidade de limpeza
periddica dessas proteses, visando remover microrganismos e, conseqliientemente,

diminuir a incidéncia da estomatite protética.

2.2 Métodos de higienizacao de préteses

Os métodos de higienizacdo de proteses descritos na literatura podem ser
divididos em mecanicos e quimicos. Os mecéanicos incluem: uso de escova de
dentes com dentifricio ou sabonete e uso de dispositivos ultra-sénicos. Os quimicos

envolvem a imersao da prétese em produtos quimicos (SESMA et al., 1999). De



acordo com Paranhos et al. (1991), o método mecénico mais comumente usado
para limpeza de préteses é a escovacado com dentifricio ou sabonete, no entanto,
Sesma et al. (1999) consideraram que sua maior desvantagem é o dificil acesso a
certas areas da prétese. O outro método mecanico, considerado como auxiliar na
higienizagdo das préteses, é o que utiliza dispositivos ultra-sénicos. Nado € um
método caseiro, no entanto, tém se mostrado eficiente na remocao de calculo e
manchas de café e cigarro (MEYERS; KROL, 1974).

A utilizacdo de métodos quimicos tem sido preferido por pacientes deficientes
e geriatricos que nao conseguem escovar adequadamente suas préteses (HOAD-
REDDICK et al., 1990). Segundo Chan et al. (1991), os métodos quimicos tém se
mostrado, muitas vezes, mais eficientes que a propria escovacao.

Dentre os produtos quimicos mais utilizados encontram-se: a) os perdxidos
alcalinos, substancias que, quando dissolvidas em agua, tornam-se solugdes
alcalinas de perdxido de hidrogénio e liberam oxigénio na solucdo. A efervescéncia
criada realiza a limpeza mecéanica da protese e os agentes oxidantes auxiliam na
remocao de manchas e podem atuar como agente antimicrobiano; b) os hipocloritos
alcalinos tém se mostrado eficientes na eliminacdo do biofilme dentario, além disso
apresentam efeito bactericida e fungicida (ABELSSON, 1985). De acordo com Chau
et al. (1995), a solucao de hipoclorito de sédio a 0,5%, com tempo de imersao de
dez minutos, permite desinfeccao da superficie e também penetra 3 mm na resina,
eliminando bactérias em profundidade; c¢) solucbes de acidos diluidos (cloridrico,
fosférico, benzdico) atuam na remocao de depdsitos inorganicos e manchas e ja foi
constatada sua acgao fungicida, principalmente sobre Candida albicans (ABELSSON,
1985; BOONE et al., 1987; LAMBERT; KLOSTAD, 1986); d) desinfetantes e anti-

sépticos como digluconato de clorexidina reduzem a formagao do biofilme dentario e



melhoram as condigdes da mucosa subjacente a prétese (BRACE; PLUMMER,
1993; MA et al.,, 1997); e) enzimas proteases e mutanases desagregam
glicoproteinas salivares e polissacarideos bacterianos do biofilme presente na
prétese (TMAMOTO et al., 1985).

Sao varios os métodos para higienizacao das préteses, no entanto, cada um
deles, exibem vantagens e desvantagens. Este fato tem estimulado os
pesquisadores desta area a buscarem o método ideal.

O vinagre, isoladamente, ou vinagre de vinho é o produto obtido da
fermentacdo acética do vinho e deve conter acidez volatil minima de 4 g/100 mL,
expressa em acido acético e sua graduacido alcodlica ndo devera exceder 1° GL
(BRASIL, 2004b). As substancias que se encontram em maior proporcao no vinagre
sd0 o etanol (30-400 g L) e o 4cido acético com 60-70 g L' (BRASIL, 2004a).

O numero de acidos organicos conhecidos ultrapassa mil, dentre eles, o acido
acético, que pertence a classe dos carboxilicos, € considerado um dos mais
importantes. E bastante difundido no reino vegetal em estado livre, sendo conhecido
em forma de vinagre, desde a antiguidade. O acético do latim “acetum’ significa
vinagre. Possui a formula molecular CH;COOH e € resultante da fermentagcado do
alcool etilico por agdo da bactéria Acetobacter aceti (CH;COOH + 2 O, +
CH3COOH). Seu peso molecular é de 60,05 com 40% de carbono, 6,71% de
hidrogénio e 53,29% de oxigénio. E um liquido transparente e incolor, de cheiro
forte, picante e irritante, paladar azedo, e, quando muito diluido em agua, tem sabor
acido. O maximo de concentracao corresponde a um liquido com 76 a 79 partes de
acido por cem partes da mistura que forma o vinagre. E miscivel em todas as
proporcées com agua, alcool, éter, carbono tetracloridrico e a glicerina; também

dissolve fésforo, acidos halogénios e sulfurico. Sua conservacdo deve ser em



frascos bem fechados (MOLINEROS et al.,, 1991; MORRISON; BOYD,1983;

UTYAMA, 2003).

2.3 Utilizacao do vinagre, acido acético e outras substancias como agentes
antimicrobianos

Na literatura encontram-se trabalhos sobre o uso do acido acético e vinagre
no tingimento de tecidos como a seda, no tratamento de verrugas, no tratamento de
cortes na pele, no gargarejo para combater processos inflamatérios da boca e
garganta, no tratamento de otites e como agente anti-séptico para feridas abertas
(BENASSATTI et al., 1994; THORP et al., 1998). Verifica-se também sua utilizagéo
(diluido em agua) como antimicrobiano para Pseudomonas spp. € como antifingico
(vinagre ou 3 a 10% de solucéo de acido acético) (MARTINDALE, 1996).

A utilizacdo do vinagre como método caseiro para limpeza de préteses foi
reportada no trabalho de Anthony e Gibbons (1958), no qual os autores avaliaram os
métodos caseiros de limpeza, visando a possibilidade de uso por parte dos
pacientes, de produtos mais acessiveis. Os pacientes foram submetidos a um
questionario no qual informaram o tipo de método de higiene usado, freqtiéncia do
uso, grau de satisfacdo e sugestdes para melhora. Do total de 120 pacientes,
embora 41% usasse principalmente produtos comerciais para limpeza, cerca da
metade achava necessaria a imersao de suas préteses em produtos caseiros como
vinagre, soda, cal ou o uso de escova com material abrasivo, geralmente dentifricio.
Além desses autores, Augsburger e Elahi (1982) citaram que, dentre os varios
métodos sugeridos para limpeza de proteses, inclui-se a utilizacdo de produtos

caseiros como vinagre ou solucao de hipoclorito de sodio diluido.



A utilizacao de acidos organicos € outra opg¢ao utilizada como método quimico
na reducao de C. albicans na superficie das préteses. Este método foi testado por
Lambert e Kolstad (1986), utilizando um germicida obtido da mistura de detergente e
acido benzdico. Os resultados indicaram que o produto era efetivo para reduzir a
populacao de C. albicans na superficie das préteses, quando essas eram imersas no
germicida durante a noite.

Varias outras substancias tém sido testadas por pesquisadores de diversas
areas, visando sua acao antimicrobiana e antifungica, tais como o acido acético (na
forma volatil ou ndo), um dos principais componentes do vinagre. Muck et al. (1991)
propuseram um modelo para examinar o papel de leveduras e bolores na
deterioracdo no processo de silagem. O pH teve pouca influéncia no crescimento
das leveduras e nao afetou os bolores. Os acidos acético e latico, ndo dissociados,
diminuiram a taxa de crescimento dos fungos; fato que pode ser importante na
estabilidade do processo de silagem.

Sete substancias volateis (aménia, dissulfeto de carbono, benzeno do
petréleo, diéxido de carbono, metanol, acido acético glacial e perdoxido de
hidrogénio) foram testadas para verificar sua acao fungitéxica em cinco espécies de
fungos (Candida albicans, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Penicillum migricans
e Absidia corymbifera), isoladas de pacientes que sofriam de infecgdes fungicas
otolégicas (otomicoses). Constatou-se que todas as substancias volateis testadas
foram eficientes ndo so6 para inibir o crescimento micelial dos fungos, bem como sua
esporulacao (JAIN; AGRAWAL, 1994).

O kombucha é uma bebida fermentada que se supde possuir substancias
com acao antimicrobiana. Partindo deste principio, Greenwalt et al. (1998) avaliaram

a acao antimicrobiana desta bebida com uma amostra fermentada com



concentragdo de 33 g L do principio ativo, e destes, 7 g L de &cido acético. Os
microrganismos utilizados para o teste foram: Candida albicans, Bacillus cereus,
Salmonela choleraesius, Staphylococcus aureus e Echerichia coli. Verificaram que
Candida albicans nao foi inibida, no entanto a acdo antimicrobiana, encontrada para
outras espécies de microrganismos, foi atribuida ao teor de &cido acético desta
bebida.

Atualmente os principais agentes de limpeza, utilizados em imersdo, sao o
peréxido ou hipoclorito de sdédio (HARRISON et al., 2004). A acéo antifungica dessas
substancias ja € bem conhecida, bem como sua capacidade de dissolver materiais
organicos (KULAK et al., 1997b). Sao de facil uso, mas podem levar a deterioracédo
do material da base da prétese (HARRISON; JAGGAR, 1997).

Barnabé et al. (2004) avaliaram a eficacia do hipoclorito de sddio e sabao de
coco como agentes desinfetantes na reducao da estomatite protética e no controle
da populacdo de Streptococcus mutans e Candida albicans. A caracteristica da
mucosa foi avaliada de acordo com a classificacdo de Newton e a concentracado da
solucao de hipoclorito de sodio foi 0,5% com tempo de imersdo de dez minutos, em
um periodo total de 15 dias. Concluiram que a associacdo do sabdo de coco e
hipoclorito de sédio a 0,5% reduziu significativamente os sinais clinicos da
estomatite protética, porém nao diminuiu a contagem de C. albicans e Streptococcus
mutans. Ja Webb et al. (1995), verificando o efeito do hipoclorito de sddio sobre
caracteristicas patogénicas de C. albicans e outras espécies de Candida,
constataram que esta substancia reduziu a adesdo de todas as linhagens de C.
albicans e das outras espécies deste género, tanto nas células epiteliais da boca

quanto no acrilico.



Na busca de um agente de desinfec¢do capaz de diminuir a incidéncia de
espécies de C. albicans em portadores de protese total, os pesquisadores tém
testado varios produtos. Ota et al. (2001), avaliando a atividade antifungica do
propolis, verificaram que nas amostras retiradas da mucosa de portadores de
protese assim como todas as linhagens isoladas da saliva, foram sensiveis ao

propolis, sendo a mais sensivel a C. albicans.



3 PROPOSICAO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a utilizacdo de uma solugéo de
vinagre como agente antimicrobiano no controle de Candida spp., em portadores

de prétese total superior, visando sua desinfeccao.



4 MATERIAL E METODO

Participaram do presente estudo 55 individuos adultos, na faixa etaria de 32 a
81 anos, de ambos os géneros, portadores de prétese total superior. Os
participantes compareceram a Clinica Odontolégica DENTAL-PREV, na cidade de
Serrinha-Ba, para avaliagdo periddica rotineira durante a qual foram realizadas
anamnese, exame clinico e fornecida instru¢cdes sobre a higiene bucal e das
proteses.

Foram coletadas amostras de saliva de cada participante que foram
semeadas em meio de cultura apropriado para isolamento de Candida spp. Apds
crescimento das colbnias, foram selecionados os individuos que apresentaram

cultura positiva para espécies de Candida.

4.1 Critérios de inclusao

Foram considerados critérios de inclusdo: uso de prétese total superior ha

mais de seis meses.

4.2 Critérios de exclusao

Foram considerados critérios de exclusdo: auséncia de leveduras do género

Candida na cavidade bucal, uso de antifungicos, terapia antibiética trés meses antes

do estudo, imunocomprometidos, xerostomia e presenga de neoplasias.



4.3 Anamnese

Foram coletados os dados pessoais e aqueles relativos as condi¢des de
saude geral de todos os sujeitos da pesquisa. Foi explicado, a todos os
participantes, o objetivo e a metodologia do estudo, cujo protocolo foi submetido e
aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Taubaté (ANEXO A).
Os individuos que concordaram em participar do estudo assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A) e, posteriormente, responderam a

um questionario sobre satde geral (APENDICE B).

4.4 Exame clinico bucal

Foi observada toda mucosa bucal verificando-se possivel presenca de
estomatite protética, através de critério visual e por um U(nico examinador
previamente calibrado, para obter um diagnostico padronizado da inflamacao. A
calibaragao foi realizada no laboratério de Estomatologia da Universidade Estadual
de Feira de Santana (UEFS), com um estomatologista. Avaliou-se 55 individuos com
estomatite protética, onde foram atribuidos os graus da inflamacéao (grau 1, 2 e 3),
por dois examinadores. ApOs os resultados, foi realizado o teste de correlacdo. A
estomatite foi avaliada através do aspecto clinico da mucosa, baseado em Newton
(1962), que considera como: grau 1, o estagio inicial com presenca de inflamacao;
grau 2 a inflamagdo simples e difusa (edema) e grau 3, a inflamagdo granular
hiperplasica (Figuras, 1, 2 e 3). Também foi verificada ou nao, a presenca de placas

brancas e hiperplasia fibrosa inflamatéria.



Figuras 1,2 e 3 — Classe |, Il e lll de Newton (1962), respectivamente
Fonte: LEMOS et al. (2003)

4.5 Estudo das proteses
A avaliacao das proéteses foi feita por um Unico examinador, através de critério
visual, considerando-se: estado de conservagao, idade da protese, higienizacao e

uso noturno, de acordo com Oliveira et al. (2000).

a) Estado de conservacdo - O estado de conservagdo da protese foi

considerado insatisfatorio quando apresentou perda e/ou fratura de
dentes, fratura da base com perda de fragmentos, reembasamentos
inadequados, consertos e trincas. O estado de conservacao foi
considerado satisfatério quando ndo apresentou nenhuma das condigdes

acima;



b) Idade da protese - Esta informacéo foi obtida através de uma ficha clinica

(APENDICE B) elaborada previamente pelo avaliador e submetida ao
participante;

c) Higienizacdo — A higienizagdo da prétese foi considerada insatisfatoria
quando ocorreu a presenca de calculo, acumulo de biofilme, ou ambos,
facilmente visivel em qualquer area da protese. A higienizagdo foi
considerada satisfatéria quando ndo apresentou nenhuma das condi¢des
acima;

d) Uso noturno - Esta informagéo foi obtida através de uma ficha clinica
(APENDICE B) elaborada previamente pelo avaliador e submetida ao

participante.

4.6 Tratamento instituido

Todos os individuos foram instruidos a higienizar a prétese trés vezes ao dia,
apos as refeicbes, com escova apropriada, marca Bitufo (fornecida pelo
pesquisador) e sabao neutro (sabdo de coco marca Dias D Avila), retirar a prétese
durante a noite, aproximadamente oito horas por dia, mantendo-a num recipiente
contendo 100 mL da solucao de agua destilada e esterilizada com 10% de vinagre e
pH inferior a 3 (Figura 4). A solucdo foi trocada diariamente e fornecida pelo
pesquisador durante todo o tratamento. Para o preparo da solucédo de 10%, partiu-se
de uma solucao base de vinagre, marca Minhoto, composta de fermentado acético
de vinho tinto e agua com acidez volatil de 4%. O pH em &gua da solugdo foi

determinado em pHmetro com eletrodo de vidro (INSTITUTO ADOLF LUTZ, 1985).



Este tratamento foi realizado durante 45 dias. ApGs este periodo, os individuos
retornaram para novo exame clinico, durante o qual uma nova coleta de saliva foi

realizada.

Figura 4 -“kit “ para realiza¢do do tratamento

4.7 Coleta das amostras de saliva

Foram coletadas amostras de saliva dos individuos (aproximadamente 2 mL),
sem estimulacdo e com a protese, em um coletor plastico universal estéril e
descartavel, previamente identificado (Figura 5). Em seguida, as amostras foram
mantidas em gelo e bolsa térmica até serem levadas ao laboratério de Microbiologia
Bucal do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia/UFBA,
respeitando-se o periodo maximo de trés horas entre a coleta e o processamento

das amostras.

7 U

Figura 5 - Coletor plastico universal pré-identificado
com amostra de saliva para analise



4.8 Semeadura e isolamento

As amostras de saliva foram homogeneizadas durante um minuto, em agitador
mecanico (Vortex) e a seguir, 0,1 mL semeadas com pipeta automatica em
duplicata, em placas de Petri contendo 4gar Sabouraud dextrose (Difco) (APENDICE
C) com cloranfenicol (Carlo Erba, 0,1 mg por mL de meio) e incubadas a 37 € em
estufa bacteriol6gica por 48 horas. As placas que ndo apresentaram crescimento
foram mantidas por mais cinco dias em temperatura ambiente, para confirmag¢ao do

crescimento (Figuras 6a e 6b).

Figura 6a -Saliva semeada em placa de Figura 6b - Placas apresentando crescimento
Petri contendo agar Sabouraud de colbnias caracteristicas de
dextrose com cloranfenicol leveduras

Apés o periodo de incubacao, foi efetuada a contagem para determinagéo do
namero de Unidades Formadoras de Colénias e calculados os valores de UFC/mL.
Em seguida foram isoladas duas colénias sugestivas de leveduras em cada par de
placas e realizado esfregaco em laminas de microscopia, que foram coradas pelo
método de Gram. Apds confirmagdo microscédpica da presenca de leveduras, as
colénias foram transferidas para agar Sabouraud dextrose inclinado, para obtencéo

de culturas puras (Figuras 7a, 7b e 7c).



Figura 7a - Contagem das unidades formadoras Figura 7b - Isolamento de duas coldnias
de colénias (UFC) sugestivas de leveduras

dextrose inclinado

4.9 Identificacao das amostras

Posteriormente, as culturas armazenadas foram semeadas em agar-
Sabouraud dextrose e identificadas no laboratério de Microbiologia da Universidade
de Taubaté/UNITAU, de acordo com a metodologia proposta por Sandvén (1990).
Foram utilizadas provas fenotipicas (formagédo de tubo germinativo e produgédo de

clamidoconideos) e bioquimicas (fermentacao e assimilagéo de carboidratos).



4.9.1 Producao de tubo germinativo

Uma algada de cultura pura de 24 h de levedura foi adicionada em tubo de
ensaio (13X17mm) contendo 0,5 mL de soro humano estéril e incubada em banho
maria a 37 T por até trés horas. Para visualizagcdo do tubo germinativo, uma gota
da suspensao foi colocada entre lamina e laminula e observada a microscopia de luz

com um aumento de quatrocentas vezes.

4.9.2 Microcultivo para producao de clamidoconideos

Foi utilizado o meio de cultura Corn Meal Agar (Difco), adicionado de 1% de
Tween 80 (APENDICE C). Para a execucdo da prova, o gar previamente fundido
foi depositado em laminas de vidro colocadas dentro de placas de Petri esterilizadas.
Ap6és solidificacdo do agar, cada amostra a ser testada foi semeada em estria Unica
sobre a superficie do meio, colocando-se uma laminula no centro da lamina. No
interior da placa de Petri colocou-se um chumaco de algodao esterilizado e
embebido em agua destilada também esterilizada, para manter a umidade do meio.
Ap6és a incubacao por um periodo de 48 a 72 h a temperatura ambiente, a leitura foi
feita em microscopia de luz com aumento de quatrocentas vezes, observando-se a

presenca de clamidoconideos, leveduras, hifas e pseudo-hifas.

4.9.3 Fermentacéao de Carboidratos (Zimograma)

Para a realizacdo da prova foi utilizado o meio caldo vermelho de fenol

(Difco) (APENDICE C), em cinco tubos de ensaio com tubos de Durhan em seu



interior. Em cada tubo foi adicionado um carboidrato (glicose, galactose, sacarose,
maltose e lactose), de modo a obter concentragdo de 1%. Apds autoclavagem por
15 min a 121 C, os tubos foram semeados com cultura de 24 h da amostra mantida
em agar Sabouraud dextrose e incubados em estufa bacterioldgica a 37 °C. A leitura
foi realizada apds 72 h, considerando-se a produgédo de acido pela viragem de pH

(mudanca de cor do vermelho para o amarelo) e producdo de gas no interior dos

tubos de Durhan (Figura 8 ).
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Figura 8 - Leitura da prova bioquimica em tubos de ensaio contendo
meio de cultura caldo vermelho de fenol, observando-se
a produc¢do de acido pela viragem do pH (mudancga de cor

do vermelho para o amarelo) e produgao de gas no interior
do tubo de Durhan

4.9.4 Assimilacao de Carboidratos (Auxanograma)

Para este teste foi utilizado meio de cultura quimicamente definido, sem a

presenca de fontes de carbono (APENDICE C).



Apés a dissolugdo em banho-maria, o meio foi distribuido (18-20mL) em
tubo de ensaio, autoclavado a 121 € por 15 min e ar mazenado em geladeira. Para
execucao da prova foi preparada uma suspensao da levedura em solucgéao fisiolégica
esterilizada, com turvacdo equivalente ao tubo numero dez da escala de Mac
Farland, a partir de cultura de 24 h em agar Sabouraud dextrose. Desta suspensao
foi colocado 0,1 mL em placa de Petri esterilizada. O meio previamente liquefeito e
resfriado a 45 T foi vertido na placa sobre a suspensao de levedura. Apds a
solidificacéo, discos de papel filtro, esterilizados e embebidos nos agucares (glicose,
galactose, sacarose, maltose e lactose) a 10% e secos em estufa, foram colocados
de forma equidistante na superficie do meio. Ap6s a incubacao por 72 h a 37 C, a
leitura foi feita pela observacao de halo de crescimento ao redor do disco de papel,

gue ocorreu na prova positiva e ndo ocorreu na prova negativa (Figura 9).

Figura 9 - Halo de crescimento ao redor do disco de papel,
indicando que o microrganismo assimilou aquele
carboidrato. Prova positiva



4.10 Interpretacao dos resultados

Para a interpretacao dos resultados de leitura foi utilizado o padrdo mostrado
no Quadro 1, segundo Sandvén (1990). Pode-se observar as caracteristicas
fenotipicas como a formacao de tubo germinativo e de microcultivo, bem como as
bioguimicas (fermentacdo e assimilacdo de carboidrato), das espécies do género

Candida que foram identificadas.



ESPECIES DE
- . TUBO
FERMENTACAO ASSIMILACAO CLAM | HIFA
GERM
CANDIDA
GLIC |SAC |MAL |LACT [GAL |GLIC |SAC |MAL |LACT |GAL

C. albicans A/G A/- A/G -/- A/G + + + - + + + +
C. glabrata A/G -/- -/- -/- -/- + - - - - - - _
C. tropicalis A/G A/G A/G -/- Vv + + + - + - Vv +
C. krusei A/G -/- -/- -/- -/- + - - - - - - +
C. guilliermondii A/G A/G ~/- -/- A/G + + + - + - - +
C. lusitaniae A/G A/G -/- -/- A/G + + + - + - - +
C. parapsilosis A/G -/- ~/- -/- Vv + + + - + - - +

Quadro 1 - Caracteristicas fenotipicas (formacéo de tubo germinativo e microcultivo) e bioquimicas (fermentacao e assimilacao de carboidratos),
das espécies do género Candida identificadas

A= producao de acido; G= producdo de gas; + = prova positiva; - = prova negativa; V = positivo ou negativo; GLIC = Glicose;
Maltose; LACT = Lactose; GAL = Galactose; TUBO GERM = Formacdo de tubo germinativo, CLAM = Producdo de
clamidoconideo



4.11 Anadlise estatistica

As variaveis qualitativas foram tabuladas e foi calculada a freqUéncia
relativa. Para avaliar o efeito do tratamento instituido na contagem das unidades
formadoras de col6nias (UFC/mL) (tempo 0 = antes do tratamento e tempo 1 = apds
o tratamento), aplicou-se o teste t de Student para amostras pareadas, ao nivel de
significancia 5%, utilizando-se o programa BIOESTAT (AYRES et al., 2000).

As varidveis quantitativas idade do individuo, idade da prétese e grau de
estomatite, antes e apd6s do tratamento instituido, bem como a contagem de
UFC/mL, foram submetidas a analise de correlacao de Spearman utilizando-se o

programa estatistico SAS - Statistical Analysis System (SAS INSTITUTE, 2000).



5 RESULTADOS

Neste estudo foram avaliados 55 individuos, que apresentaram média de
idade de 57 anos, (desvio padrdao + 11,26), do género masculino (9) e feminino
(46), sendo o mais jovem com 32 e o mais velho com 81 anos. Todos usavam
protese total superior, variando de seis meses a 25 anos de uso, com variabilidade
média em torno de 7,6 anos.

Observa-se na Tabela 1 a freqiéncia em numero e porcentagem de
hiperplasia fibrosa inflamatéria, placas brancas, queilite angular, acumulo de
biofilme, presenca de calculo, uso noturno e estado de conservagao da prétese,
antes e ap6s a instituicdo do tratamento. Verifica-se a auséncia de hiperplasia e
placas brancas, bem como a ndo variacdo do quadro de queilite angular nos
individuos avaliados, antes e depois do tratamento. Entretanto, houve uma melhora
substancial na higienizagdo das proteses, evidenciada pela reducdo do acumulo de
biofilme (87,28% para 16,36%) e da presenca de calculo (27,27% para 18,18%).
Constatou-se ainda, que apenas 3,64% dos individuos continuaram com o uso
noturno das préteses durante o tratamento instituido e a predominancia do sexo
feminino na amostra, com as mulheres representando 83,64%. Com relagdo ao
estado de conservagdo da protese, houve aumento da porcentagem de individuos
que apresentaram uma avaliagdo satisfatéria (76,36% para 81,82%) apds o

tratamento.



Tabela 1- Numero (n) e porcentagem (%) de individuos avaliados segundo hiperplasia
fibrosa inflamatéria (HIPER), placas brancas (PB), quelite angular (QA), acumulo de
biofiime (AB), presenca de célculo (PC), uso noturno (UN), género (GEN), estado de
conservagao da prétese (EC), antes e apds o tratamento

Caracteristicas Antes do tratamento Apos o tratamento
da mucosa
bucal e estudo
da proétese n % n %
HIPER - - - -
PB - - - -
QA 19 34,54 19 34,55
AB 48 87,28 9 16,36
PC 15 27,27 10 18,18
UN 51 92,73 2 3,64
EC S 42 S 76,36 S 45 S 81,82
| 13 | 23,64 | 10 | 18,81
S = satisfatério | = Insatisfatério Mas = Masculino Fem= Feminino

A Tabela 2 refere-se as espécies de leveduras do género Candida isoladas e
identificadas da cavidade bucal de 55 individuos portadores de protese total
superior, antes e apds 45 dias da instituicdo do tratamento (APENDICE D). Dos
individuos examinados, 48 apresentaram leveduras do género Candida na cavidade
bucal, o que resultou em um percentual de isolamento correspondente a 87,3% dos
individuos.

Na primeira coleta foram isoladas 62 cepas de leveduras dos 48 pacientes
examinados, das quais 37 (59,7%) eram Candida albicans. As outras espécies de
Candida presentes nestes individuos foram Candida glabrata (12,9%), Candida
krusei (9,7%), Candida tropicalis (9,7%), Candida guilliermondii (4,8%), Candida

parapsilosis (1,6%) e Candida lusitaniae (1,6%).



Na segunda coleta, apés instituicdo do tratamento, a espécie Candida
albicans foi a mais prevalente, sendo que das 44 cepas identificadas 34 (77,3%)
foram desta espécie. Seguiu-se o isolamento de Candida tropicalis (9,1%), Candida
glabrata (6,8%) e Candida krusei (6,8%).

Observou-se reducdo no numero de isolados para a segunda coleta, de 62
para 44 cepas, representando um decréscimo de 29%. Verificou-se ainda, que as
espécies C. guilliermondii, C. lusitaniae e C. parapsilosis ndo estavam presentes
apos a instituicdo do tratamento (Tabela 2).

Tabela 2 Espécies de leveduras do género Candida isoladas da cavidade bucal de

individuos portadores de protese total superior antes (primeira coleta) e apos 45
dias da instituicdo do tratamento (segunda coleta)

Primeira coleta Segunda coleta

ESPECIES n % n %
C. albicans 37 59,7 34 77,3
C. glabrata 8 12,9 3 6,8
C. tropicalis 6 9,7 4 9,1
C. krusei 6 9,7 3 6,8

C. guilliermondii 3 4,8 - -

C. lusitaniae 1 1,6 - -

C. parapsilosis 1 1,6 - -

TOTAL 62 100 44 100

n = nUmero de espécies

A Tabela 3 apresenta resultados do teste t de Student para amostras
pareadas, comparando-se a meédia de UFC/mL antes e ap6s o tratamento.
Observou-se que o valor de t calculado, 8,91880, permite afirmar que é altamente
significativo, indicando que o tratamento com vinagre alterou o niumero de UFC/mL.

Como o valor de t é positivo, a contagem de UFC antes do tratamento era bem



superior (1251,02) aquela obtida ap6s o tratamento com vinagre (451,25). Verificou-
se que o tratamento instituido reduziu em média as UFC em 36,07%. A Figura 10

ilustra um caso isolado de um individuo, onde ocorreu redugédo de aproximadamente

100%.

Figura 10 — Contagem de UFC/mL em um individuo isolado, antes (A) e apds (B) a instituicdo do
tratamento

Tabela 3 - Teste t de Student para amostras pareadas, comparando-se a média de
UFC/mL antes do tratamento (tempo 0) e apds o tratamento (tempo 1) em
todos os individuos avaliados

Antes do tratamento  Apods o tratamento

(tempo 0) (tempo 1)
Individuos 48 48

Média 1251,02080 451,25000

Desvio Padrao 667,33990 380,18540

Erro Padrao 96,32220 54,87500
Desv. Padrao da Diferenca 621,26980
Erro Padréo da Diferenca 89,67260
Média das diferencas 799,77080
(t) = 8,91880
Graus de Liberdade 47
(p) unilateral = 0,0000
(p) bilateral = 0,0000
IC (95%) 619,4471 a 980,0945

IC (99%) 559,2353 a 1040,3064

IC= Intervalo de confianca

Os resultados da andlise de correlacdo de Sperman entre as variaveis
quantitativas (idade do individuo, idade da prétese, grau de estomatite e unidades

formadoras de colbnias), antes e apds instituicado do tratamento sdo apresentados



na Tabela 4. Observou-se correlagdo positiva (aproximadamente 38%) entre as

unidades formadoras de colbnias antes e ap6s o tratamento, com significancia ao
nivel de 5% (p<0,05). Os individuos que apresentaram as maiores contagens antes

do tratamento (tempo 0), também foram aqueles que apresentaram as maiores
contagens ap6s a instituicdo do mesmo (tempo 1). Da mesma forma, verificou-se
correlacdo positiva (29%) entre o grau estomatite protética apdés o tratamento e
contagem das unidades formadoras de colbnias, ap6s o tratamento. Os individuos
que apresentaram as maiores contagens ap6s o tratamento (tempo 1) foram os

mesmos que apresentaram o maior grau de estomatite apdés o mesmo (tempo 1).

Tabela 4 - Analise de correlagdo de Sperman entre as variaveis idade do individuo,
idade da protese , grau de estomatite e UFC, antes e apés instituicado do

tratamento
IDA IP UFCO UFCU ESTO ESTU
1,00000 0,12267  0,05962  0,13537 0,13440 0,11519
DA 0,4062 0,6873 0,3589 0,3634 0,4356
0,122267 1,000000 -0,09762 0,01104  0,15945 0,21218
o 0,4062 0,5092 0,9406 0,1121 0,2790
0,05962  -0,09762 1,00000 0,37963  0,08460  0,14266
UFco 0,6873 0,5092 0,0078 0,5675 0,3334
0,13537  0,01104  0,37963 1,00000 0,19689  0,29179
urcy 0,3589 0,9406 0,0078 0,1798 0,0442
0,13440 0,15945  0,08460  0,19689 1,00000  0,79869
ESTO 0,3624 0,2790 0,5675 0,1798 <,0001
ESTU 0,5119 0,21218 0,14266  0,29179  0,79869 1,00000

0,4356 0,1477 0,3334 0,0442 <,0001

IDA = Idade do individuo; IP= Idade da protese; UFCO = unidade formadora de colénia antes do
tratamento; UFCU = unidade formadora de col6nia apds o tratamento; ESTO = grau de estomatite
antes do tratamento; ESTU = grau de estomatite apds o tratamento



6 DISCUSSAO

6.1 Caracteristicas da mucosa bucal e estudo da protese antes e apods a
instituicao do tratamento

Os resultados apresentados neste trabalho referem-se a uma populagédo de 55
individuos avaliados, que apresentavam média de idade de 57 anos, (desvio padrao
* 11,26), sendo usuarios de prétese total superior, com média de uso em torno de
oito anos. Dos individuos avaliados, 48 apresentaram leveduras do género Candida
na cavidade bucal. Segundo Webb et al. (1998a), espécies de Candida sao
leveduras frequentemente isoladas da cavidade bucal. Candida albicans € um
patdbgeno oportunista, que pode causar doencas quando as defesas do organismo
estéo fragilizadas.

Proteses mal adaptadas e com ma higiene podem aumentar o risco da
penetracdo e colonizacado de leveduras do género Candida na mucosa do palato
(SHERMAN et al., 2002). Segundo esses autores, as proteses dentarias podem
produzir decréscimo do pH do meio bucal e condigdes anaerdbias por diminuicdo do
fluxo de oxigénio e saliva sobre o tecido adjacente, favorecendo o crescimento de
fungos. Na cavidade bucal o estagio inicial da estomatite protética ocorre com a
adesdo de Candida as células epiteliais da mucosa, seguido pelo crescimento e
invasao do tecido (WEBB et al., 1998b).

Modificacbes patoldgicas encontradas na mucosa bucal e que recobre os
tecidos de suporte da protese é denominada de estomatite protética e
frequentemente estd associada com queilite angular, e normalmente atingem
individuos que utilizam prétese dentdria por longos periodos, acometendo

principalmente a mucosa maxilar e mandibular (BUDTZ- JORGENSEN, 1978).



A constante falta de limpeza é um dos fatores etiologicos da estomatite
protética e € normalmente negligenciado por pacientes e profissionais. Brito e
Veloso (2004) afirmaram que infecgbes fungicas sdo constantemente observadas
em pacientes que nao tém o habito de remover as préteses ao dormir.

Analisando-se a Tabela 1, verifica-se auséncia de hiperplasia e placas
brancas em todos os individuos avaliados e que ndo houve reducdo de queilite
angular com a instituicdo do tratamento (incidéncia de 34,54%). A nao reducao da
queilite angular neste caso, provavelmente esta relacionada com o baixo controle da
estomatite (Tabela 4), jA& que segundo Budtz-Jérgensen (1978), existe uma
associagao estreita entre queilite angular e os sinais clinicos da estomatite protética.

Com relagéo a higienizacdo das proteses, avaliadas através do acumulo de
bioflme e presenca de calculo, houve reducdo significativa dos mesmos,
demonstrando a eficiéncia do método mecanico de escovagdo. De acordo com
Paranhos et al. (1991), a escovacdao com dentifricio ou sabdo neutro é o método
mecanico mais comumente utilizado para limpeza de proteses.

A remocao das proteses no periodo noturno fez parte do tratamento instituido.
Este procedimento foi adotado em fungao do fato de ja ser constatado na literatura
(BRITO; VELOSO, 2004) que infeccdes fungicas sdao constantemente observadas
em pacientes que nao tém o habito de remover as préteses ao dormir. De forma que
92,73% dos individuos avaliados ndo tinham o habito noturno de remover as
préteses antes do tratamento, e que, apdés o mesmo, apenas 3,64% continuaram
com esse habito.

Do total de individuos avaliados 83,64% pertencem ao género feminino e
16,36% ao masculino. Em relagdo ao estado de conservacao da prétese, este foi

satisfatorio em 76,36% do total de individuos, antes do tratamento, e 81,82% apds a



instituicdo do mesmo. Esta melhora no estado de conservagéo, esté relacionada ao
fato de que os individuos foram orientados a corrigir os defeitos encontrados na

protese durante o periodo do tratamento (Tabela 1).

6.2 Espécies de leveduras do género Candida isoladas da cavidade bucal
antes e apos a instituicao do tratamento

Neste estudo verificou-se a prevaléncia da espécie C. albicans, que é
considerado o principal microrganismo com fungdo patogénica estabelecida na
estomatite protética (BUDZT-JOERGENSEN, 1978). Na Tabela 2, estio
relacionadas as espécies de leveduras do género Candida que foram isoladas e
identificadas, da cavidade bucal de individuos portadores de prétese total superior,
antes e apo0s a instituicao do tratamento.

Analisando-se de forma geral, observa-se reducdo da quantidade total de
cepas de 62 para 44, na primeira e segunda coleta, respectivamente, com
decréscimo de 29%. Este fato evidencia que o tratamento instituido, propiciou uma
diminuicdo das espécies de Candida, resultante, provavelmente, dentre outras
causas, da melhora da higienizagcdo das préteses e remocdo das mesmas no
periodo noturno. Arendorf e Walker (1979) afirmaram que o uso de proteses é um
fator que favorece presenca e desenvolvimento de varias espécies de Candida,
ressaltando que o habito de dormir com as mesmas, acentua a inflamacgéo. Kulak -
Oskan et al. (2002) demonstraram que existe forte relacdo entre a presenca de
leveduras, estomatite protética e limpeza de protese. Segundo Sherman et al.
(2002), préteses mal adaptadas e com ma higiene, podem aumentar o risco de

penetracao e colonizacao por leveduras do género Candida.



Com relacao as espécies do género Candida, isoladas na primeira e segunda
coleta (Tabela 2), verificou-se alta prevaléncia de Candida albicans nos dois tempos
(59,7% e 77,3%, respectivamente). Nao houve praticamente modificacdo na
porcentagem de Candida tropicalis comparando-se a primeira coleta (9,7%) com a
segunda (9,1%). Para as espécies de Candida glabrata e Candida krusei, ocorreu
uma pequena diminuicdo na segunda coleta. E importante registrar também, que as
espécies de Candida guilliermondii, Candida lusitaniae e Candida parapsilosis, que
se encontravam em pequena quantidade na primeira coleta, ndo estavam presentes
apos a instituicao do tratamento.

Esses resultados concordam com os de Jorge et al. (1991), que afirmaram
que quando se avalia apenas o uso da protese, Candida albicans é a espécie mais
comum, sendo responsavel por 70% dos isolados. Em trabalho posterior, Jorge et al.
(1997) constataram ser Candida albicans a espécie predominante em individuos
portadores de prétese total, com maior diversidade de espécies naqueles que
apresentavam fatores predisponentes. Kulak-Ozkan et al. (2002) verificaram nas
amostras retiradas do palato, ser Candida albicans a espécie mais freqlente em
comparacado com Candida guillermondii e Candida parapsilosis. Da mesma forma,
Monroy et al. (2005) detectaram a presenca de Candida albicans em 86% dos
individuos portadores de prétese total com estomatite protética.

O tratamento instituido envolveu a imersao da prétese em solugao de vinagre
a 10%, (pH inferior a 3). A acdo antifungica do vinagre e do &cido acético ja foi
constatada em trabalhos de literatura (MARTINDALE,1996; MUCK et al.,1991). No
entanto, no caso especifico de Candida albicans (a espécie mais prevalente
encontrada antes e apds a instituicdo do tratamento), Geenwalt et al. (1998),

testando a agdo antimicrobiana de uma bebida fermentada (Kombucha) com



concentragdo de 33g L™ do principio ativo, e destas, 7 g L™ de &cido acético, ndo
encontraram acao inibitéria para esta espécie, mas sim, para Bacillus cereus,
Salmonela choleraesius, Staphylococcus aureus e Escherichia coli, que foi atribuida
ao teor de acido acético nesta bebida.

Verifica-se que o tratamento instituido no presente estudo foi eficiente na
diminuicdo do numero de cepas das espécies de Candida glabrata, Candida
tropicalis e Candida krusei e também na eliminacdo das espécies de Candida
guillermondii, Candida lusitaniae e Candida parapsilosis, com baixa prevaléncia na
primeira coleta (variagdo de 1,6% a 12,9%). Entretanto, ndo foi efetivo no controle de
Candida albicans (37 cepas na primeira coleta e 34 na segunda), considerando o
principal agente etiolégico da estomatite protética.

A estomatite protética estda associada com Candida albicans, diversas
bactérias e outros co-fatores como o pH &cido (Monroy, 2005), sendo que as
préteses dentarias podem produzir decréscimo do pH do meio e condicbes
anaerdébias por diminuicao do fluxo de saliva sobre o tecido adjacente, favorecendo
o crescimento de fungos (SHERMAN et al., 2002). Verifica-se também que um
ambiente acido ideal para outros microrganismos € um fator importante no
mecanismo de adesdo das espécies de leveduras sobre a prétese (Kulak et al.,
1997a), o que pode ser comprovado no trabalho de Monroy et al. (2005), que
observaram estomatite protética em cingiienta pacientes, com pH médio da saliva
de 5,2 e a presenca de Candida albicans, Staphylococcus aureus e Streptococcus
mutans.

Considerando-se que C. albicans foi a espécie prevalente apds a instituicao
do tratamento, supbe-se que o ambiente acido seja um fator coadjuvante no

processo de aderéncia das leveduras sobre a prétese. Sendo que neste trabalho, a



solugéo do vinagre a 10% (com pH inferior a 3), provavelmente deve ter contribuido
para a néo efetividade do controle desta espécie, indicando resisténcia da mesma a
ambientes altamente acidos (pH muito baixo). Por outro lado, é possivel supor que
as espécies de Candida guillermondii, Candida lusitanae e Candida parapsilosis nao
possuem esta capacidade, uma vez que nao foram encontradas apds o tratamento.
Barnabé et al. (2004) em trabalho para avaliar a eficacia do hipoclorito de
s6dio a 0,5% e sabdo de coco como agentes antimicrobianos, verificaram que néo
houve redugdo na contagem de Candida albicans. No tratamento instituido neste
estudo, a escovagao com sabao de coco associada ao vinagre, também nao reduziu

a presenca de Candida albicans.

6.3 Contagem de UFC/mL antes e apds a instituicao do tratamento

A candidose bucal na forma de estomatite protética ocorre em torno de 65%
dos usuarios de protese total. A sua etiologia é multifatorial sendo Candida albicans
o agente etiologico primario (NIKAWA et al., 1995). Em funcado disso, tém sido
usados métodos quimicos que envolvem a imersdao da protese em produtos
quimicos tais como: peroxidos alcalinos, hipocloritos alcalinos, acidos diluidos,
desinfetantes e enzimas (SESMA et al., 1999). Esses produtos devem apresentar
acao antimicrobiana para o agente infectante. Esta acao foi constatada no trabalho
de Greenwalt et al. (1998), utilizando o acido acético extraido de uma bebida
fermentada denominada kombucha.

Considerando-se esses aspectos, a contagem de UFC/mL antes e apds a

instituicao do tratamento utilizando o vinagre como agente antimicrobiano, é um



parametro importante quando se busca avaliar a acao desses agentes no controle
das espécies de Candida que causam a estomatite protética.

A Tabela 3 mostra que a contagem de UFC/mL foi de 1.251,02 e 451,25 antes
e apds a instituicdo do tratamento, respectivamente, verificando-se uma reducéo de
36,07%. Levando-se em consideracao que a imersao das proteses por um periodo
de 45 dias e por um tempo de aproximadamente 8 horas diarias, em uma solucao de
vinagre a 10% com pH inferior a 3, utilizado como tratamento, provavelmente a
reducdo na contagem de UFC/mL, pode ter sido causada pela agdo antifungica
dessa solucdo. O principal componente do vinagre é o acido acético, que oscila
entre 6 a 8 g por 100 mL do produto (BRASIL, 2004b).

Varios trabalhos tém demonstrado a acédo antifungica de acidos orgéanicos,
inclusive o acético. A utilizacdo de acidos organicos tais como o benzdico é uma
opcdo de método quimico na reducdo de Candida albicans na superficie das
proteses (LAMBERT; KOLSTAD, 1986). Os acidos acético e latico ndo dissociado
inibiram a taxa de crescimento de fungos no processo de silagem (MUCK et al.,
1991). Martindale (1996) constatou a agdo antimicrobiana para Pseudomonas, bem
como antifungica testando o vinagre com concentracées que variaram de 3 a 10%

de uma solucao de acido acético.

6.4 Correlacao entre as variaveis: idade do individuo, idade da prétese, grau de
estomatite e UFC, antes e ap0s instituicao do tratamento
Leveduras do género Candida tém afinidade ao acrilico da prétese total
(SAMARANAYAKE et al., 1980). Na cavidade bucal o estagio inicial da estomatite
protética ocorre com adesao de Candida as células epiteliais da mucosa (WEBB et

al., 1998b). Esta relacdo entre o grau de estomatite protética e espécies de



leveduras do género Candida, esta evidenciada na Tabela 4, onde se verifica
correlacao positiva entre a contagem de UFC e o grau de estomatite protética, apds
a instituicdo do tratamento.

Outro aspecto a considerar é que, apesar de ter ocorrido reducédo de 36,07%
nas contagens de UFC (Tabela 3), aqueles individuos com maiores contagens,
continuaram com este numero elevado em relagcdo aos demais do grupo, apos a
instituicdo do tratamento. Este fato ficou evidenciado na Tabela 4, quando

observa-se correlagao positiva entre contagem de UFC antes e apds o tratamento.

6.5 Consideracoes finais

Dentre os métodos de higienizacdo de préteses descritos na literatura, existem
0S mecanicos como 0 uso de escovas com dentifricio ou sabonete, bem como o uso
de dispositivos ultra-sénicos, além dos quimicos que envolvem a imersao da protese
nestes produtos.

Apesar do desenvolvimento de novas técnicas, materiais e novos
procedimentos laboratoriais, a desinformacdo do paciente, seu baixo poder
aquisitivo e a dificuldade entre os cirurgides dentistas em indicar o melhor método
para a higienizacdo das proéteses, estas podem atuar como potenciais causadoras
de injurias aos tecidos, sendo uma delas, a estomatite protética.

As principais causas da estomatite protética sdo traumas e infec¢des por
espécies de Candida, principalmente C. albicans que é considerado o Unico
microrganismo com funcao patogénica estabelecida na estomatite protética.

Consta na literatura a utilizagdo do vinagre como método caseiro para limpeza

de préteses (ANTHONY; GIBBONS,1958), visando a possibilidade de uso por parte



dos pacientes, de produtos mais acessiveis. Neste contexto, este trabalho propés a
utlizagdo de uma solugédo de vinagre como agente antimicrobiano no controle de
Candida spp. em portadores de protese total superior, visando sua desinfeccéo e
utilizacdo de um método caseiro, acessivel a populacéo.

Para tanto, o grupo de estudo, constando de individuos de ambos o0s sexos,
foram instruidos a higienizar a prétese com escova apropriada (fornecida pelo
pesquisador) e sabdo neutro (sabao de coco), retirar a prétese durante a noite,
aproximadamente oito horas por dia, mantendo-a num recipiente contendo 100mL
da solucdo de agua com 10% de vinagre. Este tratamento foi realizado durante 45
dias e apds este periodo, retornaram para novo exame clinico, durante o qual uma
nova coleta de saliva foi realizada.

Os resultados evidenciam que a busca de novas alternativas para o controle
de C. albicans em portadores de prétese total superior, se faz necessario, uma vez
que, como demonstrado neste trabalho, a solucdo de vinagre a 10% testada, néao
controlou efetivamente o principal agente etiolégico da estomatite protética, sugere-
se novas pesquisas que visem a utilizacado deste produto em concentragdes mais
elevadas. Para que seja utilizado clinicamente, deve-se também levar em
consideracao, seu efeito a longo prazo sobre as caracteristicas intrincicas da resina,

tais como a cor e a rugosidade superficial.



7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem a seguinte conclusao:

A solucdo de vinagre a 10% testada, controlou as espécies de
C.guilliermondii, C.lusitaniae e C. parapsilosis, reduziu as espécies C.
glabrata, C. tropicalis e C. krusei, no entanto, ndo controlou efetivamente o
principal agente etiologico da estomatite protética (C. albicans) em
portadores de protese total superior. Desta forma, sugere-se novas pesquisas

que visem a utilizacdo deste produto, em concentracbes mais elevadas.
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APENDICE
APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido
Termo de consentimento livre e esclarecido

Titulo: Vinagre como agente antimicrobiano no controle de Candida
spp. em portadores de prétese total superior.

Pesquisadores:

TELMA MARIA SILVA PINTO
ANTONIO OLAVO CARDOSO JORGE
Faculdade de Odontologia, Universidade de Taubaté

1 Introducao: as informagdes a seguir descreverao esta pesquisa e o
papel que vocé terd como participante. Os pesquisadores responsaveis
pelo estudo responderdao a todas as perguntas que vocé possa ter
sobre o estudo. Por favor, leia esse termo cuidadosamente e ndo tenha
duvida em perguntar qualquer coisa sobre as informacdes abaixo.

2 Propésito: vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa
clinica cujo objetivo € determinar a prevaléncia de um fungo chamado
Candida na cavidade bucal de individuos portadores de prétese total
superior.

3 Descricao do estudo: serdo selecionados 55 individuos com faixa
etaria entre 32 a 81 anos, portadores de prétese total superior Nao
participarao deste estudo usuarios de antifungicos, imunosuprimidos e
individuos que passaram por terapia antibiética 3 meses antes do
estudo.

4 Desconforto, riscos e beneficios esperados: vocé sera convidado
a cuspir em um coletor plastico universal esterilizado. Também sera
instruido a realizar o tratamento por 45 dias da seguinte forma:
higienizar a prétese com escova apropriada e sabao neutro (sabao de
coco), tird-la aproximadamente 8 horas por dia e coloca-la num
recipiente contendo uma solugéo de agua + 10% de vinagre (de vinho
tinto). Esses procedimentos ndo provocarao qualquer risco ou custo a
vocé. Por outro lado ira oferecer a possibilidade de gerar conhecimento
para compreensao, diagnostico e prevencao desta infeccao por fungo.

5 Resultados: ap6s o término da pesquisa vocé sera informado dos
resultados obtidos. Caso os exames demonstrarem que vocé tem
candidose, vocé tera direito a um relatério para apresentar ao seu
dentista e também sera orientado a realizar o preparo da solugéo de
vinagre a 10%.



6 Compensacao: nao existe dano imediato ou futuro previsivel
decorrente da pesquisa, por tanto a mesma nao inclui a possibilidade
de indenizag&o.

7 Confidencialidade dos registros: concordando em participar desta
pesquisa, vocé permite acesso aos dados obtidos durante o estudo,
aos pesquisadores nele envolvidos, a banca examinadora e aos
membros do Comité de Etica responsaveis pela andlise deste projeto.
Os resultados cientificos deste projeto de pesquisa poderao ser
apresentados em congressos ou em publicacées, porém sua
identidade n&o sera revelada.

8 Direito de participar, recusar ou sair: ao participar vocé concorda
em cooperar com o0s procedimentos que serdo executados e que foram
descritos acima, ndao abrindo mao de seus direitos legais ao assinar o
termo de consentimento informado. Sua participacdo neste estudo é
voluntaria e vocé podera recusar-se a participar ou podera interromper
sua participagdo a qualquer momento sem penalidades ou perda dos
beneficios aos quais de outra forma tenha direito.

9 Contatos: se ainda houver qualquer duvida sobre o estudo, ou se
vocé sentir algum tipo de problema depois de realizados os exames
vocé podera receber mais esclarecimentos falando com:
C.D Telma Maria Silva Pinto
Prof. Dr. Antonio Olavo Cardoso Jorge
Departamento de Odontologia, Universidade de Taubaté
Telefones: (12) 3625-4149 (Antonio Olavo)
(71) 3351-8259 (Telma Pinto)
(75) 3261-2456 (Telma Pinto)



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Fui esclarecido sobre a finalidade da pesquisa, quanto aos procedimentos a serem
realizados, através de uma descrigao sucinta e acessivel a minha compreenséo.
Estou ciente de que sera mantido sigilo sobre os dados individuais coletados na
pesquisa.

AUTORIZACAO

Autorizo apés ter sido informado sobre as caracteristicas da pesquisa: Vinagre como
agente antimicrobiano no controle de Candida spp.,em portadores de prétese total
superior.

Paciente:
RG.
Data: [/

Assinatura:




APENDICE B - Ficha clinica e de Anamnese

FICHA DOS PACIENTES

Autora: Telma Maria Silva Pinto

Nome:

Endereco:

Idade:

Género:

CEP: - TEL:( ) -

ANAMNESE:

Hipertenso?

Diabético?

Fuma?

Bebe?

Transplantado?

Doencas Infecto-contagiosa?

Antifungicos?

Fez uso de antibiético 3 meses antes da coleta?

CARACTERISTICA DA MUCOSA BUCAL:

Presenca de lesbes?

Tipos: 1. Estomatite protética?

Graus 1 - Estagio Inicial (presenga de inflamacao)? ( )
2 - Inflamacao simples e difusa (edema)? ( )
3 - Inflamacgao granular hiperplasica? ( )

2. Hiperplasia fibrosa inflamatéria?

3. Placas brancas?

4. Queilite angular?

ESTUDO DA PROTESE:
Estado de conservacgéo: ( ) satisfatério ( ) insatisfatério

ldade da prétese:

Higienizacdo da prétese: () acumulo de biofilme () presenga de calculo

Uso noturno: ( )sim () néo



HIGIENIZAGCAO DA PROTESE:

Escova a protese?

Quantas vezes ao dia?

O que usa?

Qual o tipo de escova?

Utiliza algum outro método de higiene?

Qual?




APENDICE C - Meios de cultura utilizados no presente trabalho

Agrar Sabouraud dextrose (difco) com cloranfenicol

P PIONA e ———————————————— 10 g

D= (0T P RPPRPPPPPRPRPR 40 g

Yo = GO 159

YU L= 11 I YRR 1000 mL
pH 5,6

(o [0 =11 1T a1 oo N 0,1 mg

(Quemicetina Succinato — Carlo Erba)

Apoés dissolugdo dos constituintes em banho-maria, o meio sera autoclavado a
121C por 15 minutos. Imediatamente ao seu resfriamento a 50-55C, sera
acrescida a solucao de cloranfenicol, (esterilizada por filtracdo) vertido em placas de

Petri e armazenado em geladeira.

Solucao de cloranfenicol
ClOranfeNICOL......coieeeee e ea e e 100 mg
AICOO! O5%...v.veveeveeeeeeeeeeeeeae e ee e s s sa e es s en s s ananes 10 mL

Dissolver o cloranfenicol no alcool e utilizar.

Agar corn meal tween 80

Corn Meal INfusion (DifCO)......cuueiiiie e e e 50 ¢
BaCIO AQAr - 209
AQUA dESIada. .......eee e, 1000 mL
TWEEN B0 e e e e e e 10 mL
pH 5,6

Autoclavar a 121<C por 15 minutos, esperar esfriar e ar mazenar em geladeira. No
momento de usar, dissolver em banho-maria e distribuir em |laminas esterilizadas,

dentro de placas de Petri.

Caldo vermelho de fenol para fermentacio de carboidrato




(070 (=] (o T =T~ To [ T PRSP 59

Vermelno de fENOL...... .o 0,18 g
AQUA AESHIATA. .......vveeceeeeeeeeeeeeee s 1000 mL
pH 7,4

Meio quimicamente definido para assimilacdo de carboidrato

Sulfato de amonia (REAGEN).....cuu i 59
Fosfato de potassio basiCo (MEerck)........oouueeieiiiiiiiiiiiee e 19
Sulfato de magnésio (REAGEN)......cuuiiiiiuiiiiiiie et 0,59
AGAT (DIFCO) ...ttt en e seenns 15¢
AQUA AESHIATA. ...t 1000 mL

Apos total dissolugéo dos constituintes, o meio sera distribuido em tubo de ensaio
(20mL), autoclavado a 121<C por 15 minutos e armazena do em geladeira.



APENDICE D- Espécies de leveduras do género Candida, isoladas e identificadas da
cavidade bucal de individuos portadores de prétese total superior, antes

e apods 45 dias da instituicdo do tratamento.

INDIVIDUO ESPECIES DE LEVEDURAS
NUMERO ANTES TRATAMENTO APOS TRATAMENTO
1 Candida albicans Candida albicans
2 Candida guilliermondii -
3 Candida glabrata, C. guilliermondii Candida glabrata
4 Candida albicans Candida albicans
5 Candida krusei Candida krusei
6 Candida albicans, C. krusei -
7 Candida albicans Candida albicans
8 Candida albicans Candida albicans
9 Candida guilliermondii -
10 Candida albicans, C. glabrata Candida albicans
11 Candida albicans, C. glabrata Candida albicans
12 Candida krusei Candida krusei
13 NEGATIVO
14 C. albicans, C. glabrata, C. Candida glabrata
parapsilosis
15 NEGATIVO
16 Candida albicans, C. krusei Candida albicans , Candida
krusei
17 Candida albicans Candida albicans
18 Candida albicans Candida albicans
19 NEGATIVO
20 Candida albicans Candida albicans
21 Candida albicans Candida albicans
22 Candida albicans Candida albicans
23 Candida albicans Candida albicans
24 Candida albicans Candida albicans
25 Candida albicans, C. glabrata Candida albicans
26 Candida tropicalis Candida albicans
27 Candida albicans Candida albicans
28 Candida albicans, C. glabrata Candida glabrata
29 NEGATIVO
30 Candida albicans Candida albicans
31 Candida albicans, C. glabrata Candida albicans
32 Candida albicans Candida albicans
33 Candida albicans Candida albicans
34 Candida albicans Candida albicans
35 NEGATIVO
36 Candida tropicalis Candida tropicalis
37 Candida albicans, C. glabrata, C. Candida tropicalis
tropicalis
38 NEGATIVO

39

Candida albicans

Candida albicans




40

Candida albicans

Candida albicans

41

Candida albicans

Candida albicans

42

Candida krusei

Candida albicans

43

Candida albicans, C. lusitaniae

Candida albicans

44

Candida albicans

Candida albicans

45

Candida albicans

Candida albicans

46

Candida albicans

47

Candida albicans

Candida albicans

48

Candida albicans

Candida albicans

49

Candida tropicalis

50

Candida albicans

Candida albicans

51

Candida albicans

Candida albicans

52

Candida krusei, C. tropicalis

Candida tropicalis

53

Candida tropicalis

Candida tropicalis

54

NEGATIVO

55

Candida albicans

Candida albicans




APENDICE E Resultados da avaliagdo das caracteristicas da mucosa bucal, estudo da
protese e contagem das unidades formadoras de colénias (UFC) dos 55
individuos que participaram do estudo, antes do tratamento (tempo 0)

Individuo  UFC HIPER PB QA EST EC IP AB PC UN GEN IDA
1 1660 0 0 1 2 0 1 1 0 0 F 44
2 2165 0 0 0 2 1 2 1 0 0 F 47
3 1430 0 0 0 0 0 2 1 0 0 F 50
4 1865 0 0 1 1 1 20 1 1 0 F 54
5 710 0 0 0 2 0 5 1 0 0 F 32
6 365 0 0 0 0 0 5 1 0 0 F 63
7 1300 0 0 0 3 0 3 1 0 0 F 59
8 1125 0 0 1 2 0 2 1 1 0 M 76
9 1249 0 0 0 1 0 4 1 0 1 F 43

10 305 0 0 0 1 1 10 1 1 0 F 50
11 525 0 0 0 1 1 15 1 1 0 F 52
12 1155 0 0 0 0 0 3 1 0 0 F 52
13 0 0 0 0 0 0 2 1 0 0 M 59
14 370 0 0 1 1 0 2 0 0 0 M 59
15 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 F 58
16 430 0 0 0 1 0 0.5 1 1 0 F 51
17 3000 0 0 0 0 0 6 1 1 0 F 46
18 1225 0 0 0 1 0 3 1 0 0 M 60
19 0 0 0 0 0 0 3 1 0 0 F 81
20 1835 0 0 0 2 0 20 1 0 0 F 64
21 1870 0 0 1 3 0 1 1 1 1 F 52
22 2155 0 0 1 2 1 6 1 0 0 F 53
23 1130 0 0 1 1 1 25 1 1 0 F 54
24 565 0 0 0 2 0 25 1 0 0 F 64
25 1640 0 0 0 0 0 4 1 0 0 F 64
26 340 0 0 1 1 0 10 0 1 0 M 48
27 515 0 0 1 1 1 3 0 0 0 F 53
28 930 0 0 0 2 0 20 1 1 0 F 48
29 0 0 0 0 0 0 3 1 0 0 F 68
30 760 0 0 1 2 0 15 1 0 0 F 69
31 1890 0 0 1 1 0 10 1 1 0 F 58
32 1760 0 0 1 2 1 3 1 0 0 F 69
33 640 0 0 1 2 1 25 1 0 0 F 56
34 1495 0 0 1 3 0 14 1 1 0 F 72
35 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 F 65
36 1000 0 0 1 2 0 5 1 0 0 F 59
37 1325 0 0 1 2 0 2 1 0 0 F 59
38 0 0 0 0 0 0 4 1 0 0 M 75
39 550 0 0 0 1 1 20 1 1 1 F 69
40 800 0 0 0 1 0 10 1 0 0 F 43
41 735 0 0 1 2 0 4 1 0 0 F 46
42 735 0 0 0 1 0 1 1 0 0 F 78
43 1635 0 0 1 0 0 4 1 0 0 F 66
44 2100 0 0 0 0 0 10 1 0 0 F 61
45 1295 0 0 0 1 0 15 1 0 0 F 42
46 930 0 0 0 0 0 2 1 1 0 M 77
47 2185 0 0 0 1 0 3 1 1 0 M 59
48 615 0 0 0 0 0 6 0 0 0 F 49
49 2035 0 0 0 0 0 1 0 0 0 F 43
50 590 0 0 0 0 0 0.5 1 0 1 F 41
51 1650 0 0 0 0 0 2 1 0 0 F 38
52 755 0 0 0 0 0 4 1 0 0 F 62
53 2510 0 0 0 2 0 5 0 0 0 F 64
54 0 0 0 0 0 0 5 1 0 0 M 40
55 2200 0 0 1 1 0 8 1 0 0 F 70

HIPERPLASIA (HIPER), PLACAS BRANCAS (PB), QUELITE ANGULAR (QA), ACUMULO DE BIOFILME (AB), PRESENCA
DE CALCULO (PGC): 0=auséncia e 1=presenga; ESTOMATITE (EST): O=auséncia, 1=grau 1, 2=grau 2 e 3=grau 3; ESTADO
DE CONSERVAGCAO DA PROTESE: 0= satisfatério e 1= insatisfatorio; IDADE DA PROTESE (IP) (resultados em anos); USO
NOTURNO (UN): O=sim e 1=ndo; GENERO (GEN): M=masculino e F= Feminino; IDADE (IDA).

Os individuos, 13, 15, 19, 29, 35, 38 e 54, nao foram considerados nos resulltados, pois foram negativos para levedura na
primeira coleta.



APENDICE F — Resultados da avaliagdo das caracteristicas da mucosa bucal,
estudo da protese e contagem das unidades formadoras de coldnias
(UFC) dos 55 individuos que participaram do estudo, apds o tratamento

(tempo 1)

Individuo UFC __ HIPER __PB QA EST __ EC IP AB PC UN GEN __ IDA
1 490 0 0 1 2 0 1 0 0 1 F 44
2 265 0 0 0 1 1 2 0 0 1 F 47
3 180 0 0 0 0 0 2 0 0 1 F 50
4 25 0 0 1 1 1 20 0 1 1 F 54
5 270 0 0 0 1 0 5 1 0 1 F 32
6 70 0 0 0 0 0 5 0 0 0 F 63
7 865 0 0 0 2 1 3 0 0 1 F 59
8 695 0 0 1 1 1 2 1 0 1 M 76
9 215 0 0 0 0 0 4 0 0 1 F 43
10 70 0 0 0 1 1 10 0 1 1 F 50
11 195 0 0 0 1 1 15 1 1 1 F 52
12 960 0 0 0 0 0 3 0 0 1 F 52
13 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 M 59
14 120 0 0 1 0 0 2 0 0 1 M 59
15 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 F 58
16 200 0 0 0 0 0 05 0 0 1 F 51
17 690 0 0 0 0 0 6 1 0 1 F 46
18 850 0 0 0 0 0 3 0 0 1 M 60
19 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 F 81
20 760 0 0 0 1 1 20 0 0 1 F 64
21 1425 0 0 1 3 0 1 1 1 1 F 52
22 1645 0 0 1 1 0 6 0 0 1 F 53
23 520 0 0 1 1 1 25 1 1 1 F 54
24 210 0 0 0 1 1 25 0 0 1 F 64
25 1150 0 0 0 0 0 4 0 0 1 F 64
26 355 0 0 1 0 0 10 0 0 1 M 48
27 25 0 0 1 0 0 3 0 0 1 F 53
28 425 0 0 0 1 1 20 0 1 1 F 48
29 0 0 0 0 0 0 3 1 0 0 F 68
30 40 0 0 1 1 0 15 0 0 1 F 69
31 155 0 0 1 0 0 10 0 0 1 F 58
32 940 0 0 1 1 0 3 0 0 1 F 69
33 835 0 0 1 1 1 25 0 0 1 F 56
34 415 0 0 1 2 1 14 0 1 1 F 72
35 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 F 65
36 75 0 0 1 0 0 5 0 0 1 F 59
37 605 0 0 1 1 0 2 0 0 1 F 59
38 0 0 0 0 0 0 4 1 0 0 M 75
39 845 0 0 0 1 0 20 0 1 1 F 69
40 245 0 0 0 0 1 10 0 0 1 F 43
41 30 0 0 1 1 0 4 0 0 1 F 46
42 45 0 0 0 0 0 1 0 0 1 F 78
43 185 0 0 1 0 0 4 0 0 0 F 66
44 790 0 0 0 0 0 10 0 0 0 F 61
45 590 0 0 0 0 0 15 0 0 1 F 42
46 350 0 0 0 0 0 2 0 1 0 M 77
47 645 0 0 0 1 0 3 0 1 1 M 59
48 150 0 0 0 0 0 6 0 0 1 F 49
49 25 0 0 0 0 0 1 0 0 0 F 43
50 280 0 0 0 0 0 05 0 0 1 F 41
51 475 0 0 0 0 0 2 0 0 0 F 38
52 440 0 0 0 0 0 4 0 0 0 F 62
53 585 0 0 0 1 0 5 0 0 0 F 64
54 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 M 40
55 240 0 0 1 0 0 8 0 0 1 F 70

HIPERPLASIA (HIPER), PLACAS BRANCAS (PB), QUELITE ANGULAR (QA), ACUMULO DE BIOFILME (AB), PRESENGA
DE CALCULO (PC): 0O=auséncia e 1=presenca; ESTOMATITE (EST): O=auséncia, 1=grau 1, 2=grau 2 e 3=grau 3; ESTADO
DE CONSERVAGCAO DA PROTESE: 0= satisfatério e 1= insatisfatério; IDADE DA PROTESE (IP) (resultados em anos); USO
NOTURNO (UN): 0=sim e 1=ndo; GENERO (GEN): M=masculino e F= Feminino; IDADE (IDA).

Os individuos, 13, 15, 19, 29, 35, 38 e 54, nao foram considerados nos resulltados, pois foram negativos para levedura na
segunda coleta.



APENDICE G - Resultados da avaliagio das caracteristicas da mucosa bucal e estudo da

protese dos 55 individuos que participaram do estudo, antes (tempo 0) e

apds o

tratamento (tempo 1)

GEN

HIPER PB QA EC AB PC UN

IND..
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51

52

53
54

55
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insatisfatério; USO NOTURNO (UN): 0

PRESENCA DE CALCULO (PC): 0

1

depois do tratamento

D:

A= antes do tratamento



APENDICE H — Numero (n) e porcentagem (%) dos individuos avaliados segundo género,
estado de conservagdo da prétese, uso noturno, acumulo de biofilme,
presenca de célculo, hiperplasia fibrosa inflamatéria, estomatite protética,
placas brancas e queilite angular antes do tratamento (tempo 0)

Caracteristica da mucosa bucal e n %
estudo da proétese
Género
Masculino 9 16,36
Feminino 46 83,64
Estado de conservacao da proétese
Satisfatorio 45 76,36
Insatisfatorio 10 23,64

Uso noturno

Sim 51 92,73

Nao 4 7,27
Acumulo de biofilme(Higienizacao)

Sim 48 87,28

Nao 7 12,72

Presenca de calculo(Higienizacao)
Sim 15 27,27
Nao 40 72,73

Presenca de hiperplasia fibrosa
inflamatoria
Sim - 3
Nao - -
Presenca de estomatite protética
Nao 20 36,36
Grau 1 17 30,91

Grau 2 15 27,28
Grau 3 3 5,45

Placas brancas
Sim . )
Nao - -
Queilite angular

Sim 19 34,54
N&o 36 65,46




APENDICE | — Numero (n) eporcentagem (%)dos individuos avaliados segundo
género,estado de conservacdo da prétese, uso noturno, acumulo de
biofilme, presenga de calculo, hiperplasia fibrosa inflamatéria, estomatite
protética, placas brancas e queilite angular apds o tratamento (tempo 1)

Caracteristicas da mucosa bucal e estudo da n %
prétese
Género
Masculino 9 16,36
Feminino 46 83,64
Estado de conservacao da proétese
Satisfatorio 42 81,82
Insatisfatorio 13 18,81

Uso noturno

Sim 2 3,64

Nao 53 96,36
Acumulo de biofilme(Higienizacao)

Sim 9 16,36

Nao 46 83,64

Presenca de calculo(Higienizacao)

Sim 10 18,18

Nao 45 81,82
Presenca de hiperplasia fibrosa inflamatéria

Sim - )

Nao - -

Presenca de estomatite protética

Nao 32 58,19

Grau 1 19 34,55

Grau 2 3 5,45

Grau 3 1 1,81
Placas brancas

Sim - -

Néao - -

Queilite angular

Sim 19 34,55
Nao 36 65,45




ANEXO A - Folhade apovagéo pelo Comité de Etica em Pesquisa — UNITAU

3 - Universidade de Taubats Reitaria

= Autarquia Municipal de Regime Espedal Rua 4ds Mareo, 432 Centro Taubaté-SP 12020-270

E Recanhecida pela Dec, Fed. N* 78.924175 fel: (12) 2254100 fax: (12} 232.7560 wwwunilaube reoadiz Juaitau br
Recredenciada pela portada CEZIGP n® 3003 -

= CNPJ 45.176.1530001-22 PRPAG - Prg-raitoria de Pesquisa e Pés-graduagza

Comité de Etica em Pesquisa
Rua Viscende do Rio Baancn%m Centro Taubals-§P 12532040
lel: (12)225.4217 225.4143 fax: (12)232.2947 edwiges Sy by

DECLARACAO

Registro CEP/UNITAU n°® 018/05 (Esse nimero de registro devers ser citado pelo pesquisador nas correspendéncias
referentes a este projeto) Eficdcia do "vinagre' como agente antimicrobiano no controle de’

Candida ssp em individuos portadores de prétese total

Pesquisador(a) Responsével: Telma Maria Silva Pinto

Apresentar relatério final da pesquisa: 31/05/2006

O Comitg de Etica em Pesquisa, em reunido de 11/11/05 e no usc das
competéncias definidas na Resolugdo CNS/MS 196/96, considerou aprovada a alteragdo
-do, Titulo, solicitada pelos autores, que passa a vigorar como: Vinagre como agente

antimicrobiano no controle de Candida ssp em portadores de prétese total.

Tauk;até, 23 de novembro de 2005

/M/Mﬁ:.{_wg ;,é) EQ it (,Q’—\
£ Profa. Dra. Mati# Jilia Ferreira Xavier Ribeiro

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Taubaté

CEPAUNITAU
EIM/TL843



