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Resumo

Candida albicans é um dos principais microrganismos relacionados com estomatite por
prétese total. A presenca da prétese total com base em resina acrilica predispde o
crescimento de leveduras tanto na prétese como na mucosa. O objetivo do presente
estudo foi avaliar os efeitos do vinagre em células de Candida albicans aderidas in vitro
na superficie de resina acrilica termicamente ativada, utilizada para confec¢do de
prétese total. Foram confeccionados 36 corpos-de-prova em resina acrilica
termicamente ativada, dos quais 12 foram submetidos a solu¢do de vinagre a 10%, 12
submetidos a solucdo de vinagre a 30% e 12 foram colocados em solugdo fisioldgica
(controle). Cada corpos-de-prova foi colocado em imersdo em cultura de Candida
albicans durante 24 horas, e a seguir, foram submetidos a desinfeccdo com vinagre por
30 e 60min. Foram obtidas dilui¢des decimais que foram semeadas em dgar Sabouraud
dextrose e incubados a 37°C por 48 horas. Decorrido o tempo, foram quantificados os
logaritimos do nimero de unidades formadoras de coldnias por mililitro da suspensao
(log de UFC/mL) de microrganismos aderidos aos corpos-de-prova. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia ANOVA, teste de Tuckey (p=0,05). Os resultados
demonstraram que ocorreu reducdo estatisticamente significativa no nimero de log
UFC/mL de Candida albicans em corpos-de-prova confeccionados submetidos a
tratamento com solu¢do de vinagre a 10 e 30% em relacdo ao grupo controle. O
tratamento com solug¢do de vinagre 30% mostrou-se mais efetivo que o tratamento com
solu¢do de vinagre 10%. Nao ocorreu diferenca significativa quando da utilizacdo do

vinagre, nos tempos de 30 e 60 minutos, para as duas concentragdes do produto (10 e
30%).

Palavras-chave: Candida, Candida albicans, resina acrilica, prétese total.



ANDRADE, 1. P.B. Vinegar effects in Candida albicans after the adherence in-vitro
on the thermally activated acrylic resin, 2006. 49 f. Dissertacio (Mestrado em

Odontologia) — Departamento de Odontologia, Universidade de Taubaté, Taubaté, 2006.

Abstract

Candida albicans is one of the main microorganisms related to denture stomatitis. The
presence of denture with the acrylic resin base eases the growth of leavenings in the
prothetics as in the mucosa. The following study has the objective of evaluating the
vinegar effects in Candida albicans cells adhered in vitro, on the surface of acrylic resin
thermally activated, used in the production of denture. There were 36 samples tested,
produced on thermally activated acrylic resin base, of which 12 were submitted to a
vinegar solution at 10%, 12 submitted to a 30 %, and 12 were immersed in saline
solution. Each sample tested was placed in culture immersion of Candida albicans, for
24 hours, and then, after a vinegar disinfection, there were decimal dilution acquired
which were spread in Sabouraud dextrose agar and incubated at 37° C for 48 hours.
Over the time, the logarithms were quantified by the number of units forming colonies
per milliliter (log of UFC/ml) of microorganism suspension adhered to the samples
tested. The data were statisticaly analised by ANOVA, Tukey test (p=0,05). The results
demonstrated that a statistically significant reduction occurred in the log of UFC/ml of
the Candida albicans in the production of the samples tested with thermally activated
acrylic resin under a vinegar solution treatment of 10 and 30%; that the treatment with
the vinegar solution at 30% presented more effective that the vinegar solution treatment
at 10%, and there was no significant difference occurred with the use of vinegar, in the

periods of 30 and 60 minutes, for both the concentrations of the product (10 and 30%).

Key-words: Candida, Candida albicans, Acrylic Resin, Denture.
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1 Introducao

Um dos fatores envolvidos na expressio da patogenicidade de um
microrganismo € sua aderéncia as superficies do hospedeiro. Apds aderéncia, a etapa
seguinte compreende a colonizacdo, que é um fendmeno complexo envolvendo
interacdo das estruturas microbianas com componentes do hospedeiro. A seguir o
microrganismo poderd invadir tecidos e produzir infeccao.

Doengas bacterianas, fingicas ou virdticas, tém preocupado cada vez mais os
profissionais da drea da saide bucal, ndo s6 quanto ao seu diagndstico, mas também
com relacdo ao tratamento e prevencdo. Neste aspecto, cabe ressaltar o papel dos
fungos e as variadas patologias decorrentes, destacando-se entre os agentes etioldgicos
mais freqiientes e estudados o género Candida. Este género possui mais de 150
espécies descritas sendo 50 delas isoladas no ser humano. Entre estas, 17 estao
associadas com doencas. Entre as espécies, a mais importante pela sua freqiiéncia e
patogenicidade € Candida albicans, que pode ser encontrada como comensal em
portadores sadios ou como importante patégeno, associada a vdrias patologias
sist€émicas ou locais. Na cavidade bucal humana, o género esta presente entre 35 a 37%
da populacio (BURFORD-MASON, WEBER, WILLIOUGHBY, 1988; WRAY,
FELIX, CUMMING, 1990) até 60 a 70% desta (KUBO, GOMES, JORGE, 1997; ABE,
ISHIHARA, OKUDA, 2001; PARDI, CARDOZO, 2003).

A boca, ao contrario de outros locais do organismo estd constantemente exposta
a estimulos mecanicos, térmicos e quimicos, em decorréncia dos atos fisioldgicos a ela
inerentes, destacando-se a mastigacdo. Desta forma, a cavidade bucal pode apresentar
com precocidade, freqiiéncia e expressividade, alteracdes decorrentes de modificacdes
sist€micas ou locais, as quais poderdo concorrer para o rompimento do equilibrio
bioldgico entre populacdo microbiana e o hospedeiro (PARDI, CARDOZO, 2003).

Alteracdes sistémicas e locais sdo comprovadamente consideradas como fatores
predisponentes as candidoses bucais. Fatores de ordem geral como: idade,
imunossupressdo, discrasias sanguineas, e, fatores locais como xerostomia,
traumatismos de baixa intensidade e de longa duragdo, em especial os causados por
proteses mal-adaptadas, principalmente as que recobrem extensas area da mucosa bucal

(muco-suportadas), como as protese totais, predispdem o aumento de Candida na
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cavidade bucal. A acdo mecanica efetuada pela prétese total nos tecidos, assim como a
oclusdo de ductos das glandulas salivares menores, sdo os fatores mais importantes
relacionado a formagao de lesdes na mucosa bucal, principalmente nas dreas recobertas
pela base da prétese (BUDTZ-JORGENSEN, 1974; IACOPINO, WATHEN, 1992;
JORGE et al., 1997).

As resinas acrilicas utilizadas para confec¢do de préteses totais também sdo
fatores que podem predispor a colonizagdo de leveduras, principalmente do género
Candida (OLSEN, 1974). Saramanayake e MacFarlane (1980) estudaram in vitro a
aderéncia de Candida albicans as superficies acrilicas e notaram correlagdo positiva e
significativa entre a concentracao do fungo na suspensdo e sua adesao ao acrilico.

O tratamento especifico das candidoses bucais € feito mediante esquemas
terapéuticos subordinados a forma clinica, respeitando-se o cardter localizado ou
sistémico. Quando € de caréter local, o enxdgiie da boca com anti-sépticos, assim como
a colocacdo das préteses em recipientes com solugdes antimicrobianas tém
demonstrado resultados satisfatérios (BIRMAN, 1998). No entanto acreditamos que
novas formulagdes e novas substincias possam ser usadas no controle de Candida
albicans da superficie interna das préteses totais, j4 que a levedura estd presente em
maior quantidade na resina da prétese que na mucosa correspondente (DAVENPORT,
1970; BUDZT-JORGENSEN, 1990a; SANTARPIA et al, 1990; IACOPINO,
WATHEN, 1992; PARDI, CARDOZO, 2003).

O presente estudo objetivou verificar os efeitos do vinagre na concentragao de
10% e 30%, em células de Candida albicans aderidas in vitro em resina acrilica

termicamente ativada, utilizada como base para confec¢do de proteses totais.



2 Revisao de Literatura

2.1 Presenca de leveduras do género Candida na cavidade bucal de usuarios de

protese total e estomatite

O género Candida ¢é classificado como um fungo verdadeiro que pertence a
subfamilia Criptococcidiae e classe Deutoromycetes, caracterizada por fungos que nao
apresentam estagio sexual comprovado. O género Candida inclui fungos
asporogénicos, capazes de formar hifas/pseudohifas. Dentro do género, as espécies
caracterizam-se fenotipicamente, principalmente pela morfologia de colonia, utiliza¢do
de fontes de carbono e fermentacdo de carboidratos. Candida é um fungo dimorfico,
sendo um parasita associado obrigatério dos animais homeotermos (McCULLOUGH,
ROSS, READE, 1998).

As espécies de Candida formam coldnias de cor creme suave e odor especifico
quando crescem em condi¢des aerdbias em meios sélidos de cultura com pH na faixa
de 2,2 a 7,5 e temperatura na faixa de 20 a 38°C. O crescimento é geralmente detectado
entre 48 a 72 horas. Microscopicamente sdo similares aos demais fungos, sao Gram
positivos e apresentam blastéporos esféricos, ovoides ou alongados (WEBB et
al,1998a).

A espécie Candida albicans é considerada a mais freqiiente e patogénica,
podendo apresentar-se em trés formas morfoldgicas: leveduras ou blastéporos,
hifas/pseudohifas e clamidoconideos (KOLNICK, JOHANNESDURG 1980). C.
albicans apresenta dimorfismo no qual h4 uma transi¢do de crescimento de blastéporos
com brotos ovdides até formacgao de hifas. O tamanho € varidvel, podendo medir 2,9 a
7,2 um de largura por 2,9 a 14,4 um de comprimento (WEBB et al.,1998b).

A forma de micélio de C. albicans é mais virulenta que a forma de blastéporo,
pois € capaz de invadir o epitélio. As hifas sdo encontradas em grande nimero em
individuos com estomatite por prétese, e, dao inicio a resposta inflamatéria. Tanto as
formas de hifas como blastoporos de C. albicans sintetizam antigenos especificos na
superficie de suas paredes celulares. Durante o crescimento e metabolismo do fungo,
s@o produzidos dcidos organicos que apresentam efeito citotoxico direto sobre o epitélio
da mucosa bucal, diminuindo o pH local e podendo produzir as enzimas proteases e

fosfolipases, estimulando a resposta inflamatéria da mucosa. Maiores quantidades de
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fungos aderidos na superficie da protese representam maior potencial de inflamacgdo
(SANTARPIA, et al., 1990).

Segundo Kulak, Arikan e Delibalta (1994), as espécies de Candida ocorrem na
forma de levedura ou blastéporo ou na forma de micélio com hifas/pseudohifas. A
forma de micélio € freqiientemente observada na estomatite por prétese, enquanto que a
forma de levedura estd presente nos portadores de prétese quando a mucosa do palato
estd clinicamente normal. Os autores acreditam que a maioria das lesdes € induzida
pelas espécies de Candida, principalmente a estomatite tipo generalizado ou granular.
O trauma pode ser considerado fator predisponente significante na etiologia desta
doenca.

Jorge et al. (1997) analisaram a presenca de espécies do género Candida na
saliva de pacientes que apresentavam diferentes fatores predisponentes locais (uso de
aparelho ortodontico fixo, prétese total superior e/ ou inferior, prétese parcial removivel
bilateral, respirador bucal, aparelho extrabucal e pacientes que apresentavam
periodontite cronica de adulto) e compararam os resultados com individuos normais.
Verificaram que todos os grupos com fatores predisponentes apresentaram valores
superiores aos do grupo controle. Os grupos portadores de préteses totais apresentaram
propor¢des maiores de C. albicans com diferenca estatisticamente significante em
relacdo aos controles.

A candidose € uma infec¢do flngica bastante comum que acomete seres
humanos, podendo afetar também a boca. Esta infec¢do € causada principalmente pela
Candida albicans, porém, ja se sabe que outras espécies de Candida também, sdao
capazes de causar esta enfermidade. Os individuos mais acometidos sdo os
imunossuprimidos, afetando principalmente, pessoas em extremos de idade (criangas e
idosos). Clinicamente, a candidose pode apresentar-se de maneira bastante variada,
como as formas: pseudomembranosa, eritematosa, hiperpldsica, associada a protese,
queilite angular e glossite romboidal mediana (CAMPAGNOLI et al., 2004).

Estomatite por prétese total ou candidose eritematosa representa uma alteracao
que acomete a mucosa de suporte das préteses totais e que se caracteriza por hiperemia
e edema, podendo a inflamagdo ser moderada ou intensa. A etiologia mostra-se
extremamente varidvel, sendo considerada de causa multifatorial. (LEMOS,
MIRANDA 2003).

Arendorf e Walker (1987) relataram que a estomatite por prétese estd presente

em até 2/3 dos individuos que fazem uso de préteses totais. E mais freqiiente na mucosa
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do palato e nos pacientes femininos. E provocada por uso constante da prétese, porém a
espécie Candida albicans esta presente na maioria dos casos. Reagdes alérgicas frente
ao material da prétese, fatores sist€émicos, inclusive defici€ncias na dieta e distirbios
hematolégicos também desempenham papel importante na etiologia desta enfermidade.
A doenca ndo tem sintomas freqiientes, entretanto, os pacientes podem queixar-se de
sangramento da mucosa e inflamacdo, sensacdo de queimacdo, halitose ou gosto
desagradével e secura na boca.

Segundo Wilson (1998) a estomatite por prétese € uma doenca inflamatoria
comum que afeta os portadores de prétese total. Geralmente se manifesta como uma
lesdo eritematosa na mucosa subjacente confinada na drea coberta pela prétese superior
completa. As vezes pode ser encontrada abaixo das préteses parciais superiores, e
raramente abaixo das proteses inferiores. Os sintomas sdo raros: sensacdo leve de
queimagdo e ocasionalmente disfagia. A prevaléncia varia em torno de 25% a 65%
dependendo do tipo de populagdo selecionada para estudo.

Para estudar a prevaléncia de espécies de Candida em estomatite por prétese
total, Lemos e Miranda (2003) realizaram exame clinico, citolégico e histolégico em 36
portadores de préteses totais. A citologia esfoliativa evidenciou 19% de positividade
para Candida e 100% para bactérias, enquanto o esfregaco das proteses totais permitiu
verificar presenca de Candida em 80%, e de bactérias em 100% dos casos avaliados. O
exame histopatolégico demonstrou basicamente, um quadro inflamatério e perda de
integridade do epitélio, ndo sendo evidenciadas células sugestivas de Candida nos
tecidos.

Os microrganismos implicados no inicio € manuten¢do da estomatite por prétese
s@o do género Candida. Varias espécies de Candida sao patdégenos oportunistas nos
seres humanos, sendo C. albicans, o mais comum. Dependendo do método de coleta
das amostras na cavidade bucal, a prevaléncia de C. albicans pode apresentar-se entre
3% a 78% em individuos sadios com denti¢do natural. Nos individuos com estomatite
por prétese C. albicans pode ser isolada em até 93% e em individuos sadios portadores
de prétese podem estar presentes entre 46% a 78%. A prevaléncia de queilite angular
associada com candidose eritematosa € também observada, variando de 11 a 76%
(CROCKETT, O'GRADDY, READ, 1992).

O diagnéstico clinico das candidoses ¢é feito de acordo com as manifestagdes e
aspectos clinicos da lesdo, observdveis no paciente. Raramente € feito o exame

microbiolégico. Frente a esta observagdo, Moreira et al. (2001), realizaram estudo
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como objetivo de verificar a ocorréncia das candidoses bucais, identificando a forma
clinica e realizar o diagndstico microbioldégico nos pacientes atendidos pelo
ambulatério de estomatologia da Faculdade de odontologia da Universidade da Bahia
(FOUFBA). Para o diagnéstico microbioldgico foram realizados exames diretos e
cultura do material coletado nas lesdes e nas proteses dos pacientes. Os resultados
obtidos evidenciaram que em 33 pacientes com suspeita clinica de candidose 69,5%
apresentaram candidose eritematosa, 21,8% pseudomembranosa e 8,6% hiperplasica. A
cultura para Candida spp. poi positiva em 84,8% dos pacientes. Na maioria dos
pacientes (55%) com estomatite protética, ocorreu o isolamento de Candida spp. Os
autores enfatizaram a importancia de ser realizado o exame microbioldgico das
candidoses bucais, para melhor respaldar a clinica odontoldgica.

Lynch e Memphis (1997) relataram que independente da causa, a candidose
bucal pode apresentar diversas formas clinicas. Segundo os autores, a classificacao
mais comum divide as lesdes clinicas em trés categorias: aguda, crOnica e
mucocutanea. A candidose aguda pode ser dividida nas formas pseudomembranosa e
atréfica. A candidose cronica inclui as variantes atréfica e hiperpldsica; enquanto a
candidose mucocutinea pode ser localizada, familiar e relacionada com sindromes. A
candidose atrofica representa a forma mais freqiiente e tem sido descrita em até 60% de
portadores de préteses totais, com predominio do género feminino. As lesdes aparecem
como mucosite sem sintomas, extremamente eritematosa e limitada a superficie onde se
encontra a protese.

Segundo Morimoto, Kihara e Suetsugu (1987) a classificacdo das lesdes de
estomatite por protese nos tipos atréficos e hiperplasicos € bastante adequado, pois se
baseia nao somente nos achados clinicos, mas também nos achados histopatoldgicos.
Os autores verificaram que apesar da acantose, edema intra epitelial e fibrose da
submucosa ter sido observada com mais predominio nos casos de hiperplasia do que
atrofia, os dois tipos podem ser considerados como sendo a mesma lesdo. Relataram
que os linfocitos foram as células mais freqiientes no grupo controle, enquanto que
plasmdcitos foram observados nos casos atréficos e hiperpldsicos. Plasmdcitos
produtores de IgG foram encontrados com mais frequéncia do que células produtoras
de IgA. Foi também observado presenca de mastdcitos.

As caracteristicas histoldgicas da candidose cronica incluem paraqueratose do
epitélio superficial que € invadido pelas hifas de Candida e pela infiltracio de

leucécitos polimorfonucleares no epitélio subjacente, que geralmente formam
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microabscessos no estrato cérneo. E também observado grande nimero de linfécitos e
macrofagos dentro do epitélio infectado indicando que hd uma defesa da mucosa contra
a infecc@o por Candida. Anticorpos especificos para Candida do tipo IgG, IgA e IgM
também estdo presentes, sendo IgG mais frequente (WILLIAMS et al., 1997).

Kulak, Arikan e Kazazoglu (1997) avaliaram a presenga de Candida albicans e
outros microrganismos em individuos com estomatite por prétese, com o objetivo de
avaliar quais microrganismos apresentavam maior prevaléncia e importancia na
etiologia desta enfermidade. Foram selecionados 45 individuos que apresentavam
estomatite por protese e 15 individuos sadios, todos portadores de prétese total, com
idade média de 60 anos. A condi¢do clinica da mucosa do palato foi registrada usando a
escala de Butz-Jorgensen e Bertram. Foi coletado material da mucosa, o qual foi
semeado em 4gar Sabouraud dextrose com cloranfenicol e cicloheximida para
contagem de Candida albicans. Para identificar bactérias aerdbias e anaerdbias
facultativas o material coletado foi semeado em placas contendo dgar soja tripticase
complementado com soro bovino. C. albicans foi diferenciada de outras espécies de
Candida pela formagao de tubo germinativo e producdo de clamidoconideos em dgar
fubd. A identificacdo bacteriana foi realizada pelo método de Gram e provas
bioquimicas. A andlise das culturas bacterianas do grupo controle demonstrou grande
quantidade de Neisseria e Streptococcus alfa hemolitico. Apenas em 6 individuos
estavam presentes C. albicans. Porém, as amostras obtidas dos individuos com
estomatite por protese demonstraram a presenca de grandes quantidades de C. albicans
e Streptococcus alfa hemolitico. Desta forma, os autores concluiram que fungos,
principalmente C. albicans, apresentam grande importancia na etiologia da estomatite
por protese total.

As espécies de Candida sdo microrganismos oportunistas. Sdo patdgenos que
podem provocar doenca quando ocorrem alteragdes nos mecanismos de defesa do
hospedeiro. Infeccao por Candida ndo pode ser considerada a tnica causa da estomatite
por prétese, pois a doenga ocorre na presenga da prétese total e pode ser eliminada
quando a prétese for removida. Outras doencas sist€émicas que predispdem o individuo
a infec¢do por Candida (diabetes e infeccdo por HIV) ndo provocam necessariamente
estomatite por prétese (WILSON, 1998).

A etiologia da estomatite por protese demonstra-se extremamente varidvel,
sendo considerada multifatorial. A¢cdo microbiana, infec¢do por Candida, uso continuo

da proétese total e xerostomia constituem fatores etioldgicos da estomatite por pordtese
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total (BUDZT-JORGENSEN, 1974; RENNER et al.,, 1979; CARTER, KERR,
SHEPHERD, 1986; WEBB et al., 1998a). A freqiiente associacdo entre Candida,
especialmente C. albicans e estomatite por protese vem sendo relatada freqlientemente
na literatura (BUDTZ-JORGENSEN, THEILADE, THEILADE, 1983; CUTLER,
1991; CARDOZO et al, 2001; LEMOS, MIRANDA, SOUZA, 2003; PARDI,
CARDOZO, 2003). Os fatores que predispdem o aparecimento de C. albicans incluem
idade avancada, infancia, gravidez, diabetes, hipotireoidismo, deficiéncias nutricionais
de ferro, deficiéncia de vitamina B12, Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS), aplasia do timo, uso de corticosterdides, xerostomia, sindrome de Sjogren, uso
de antibidticos, irradiacdo, quimioterapia, dieta com muito carboidrato, cancer bucal,
uso de proéteses, traumas e habito de fumar (OKSALA, 1990). Quanto ao uso das
préteses; a infeccao € mais freqiiente em pacientes que utilizam estas durante o dia e
noite comparados com os pacientes que as usam somente durante o dia (BUDTZ-
JORGENSEN, 1990a). Dentre os fatores locais o uso de prétese total € favorecedor de
desenvolvimento de candidose principalmente do tipo eritematoso (OHMAN et al.,
1995; BIRMAN, 1998). A infeccdo por Candida, especialmente C. albicans, exerce
importante papel no desenvolvimento da estomatite por prétese, podendo iniciar,
manter e exacerbar tal alteracio (SANTARPIA et al., 1990; IACOPINO, WATHEN,
1992; WILSON, 1998; CARDOZO et al., 2001; NIKAWA et al., 2003).

Em estudos realizados com amostras procedentes da cavidade bucal em
pacientes com candidose atréfica cronica, Candida albicans foi a levedura mais
encontrada (CARDOZO et al., 1996; DINATALE, 1998, CARDOZO et al., 2001;
LAZARDE, 2001; LEMOS, MIRANDA, 2003).

Bergendal e Isacsson (1983) realizaram estudo clinico e histolégico da mucosa
bucal de 72 individuos portadores de prétese, sendo 48 com estomatite protética e 24
individuos sem estomatite protética. Os pacientes foram divididos em trés grupos: no
primeiro, os individuos apresentavam estomatite atréfica clinica, no segundo,
estomatite hiperpldsica. O terceiro grupo (controle) era formado por 24 individuos
portadores de prétese, sem sinais e sintomas da doenga. Todos os individuos com
estomatite atréfica apresentavam mucosa palatal eritematosa sem sinais de granulos
hiperplédsicos. Outras lesdes orais na mucosa como queilite angular, glossite e
leucoplasia também foram anotadas, assim como sangramento espontaneo e sintomas
subjetivos de dor e secura da boca. Foram obtidas culturas de fungos do palato e da

superficie onde estava assentada a prétese superior. e as unidades formadoras de



20

colOnias foram quantificadas.. A avaliacdo histoldgica foi realizada microscopicamente
apés a remoc¢do de parte do tecido afetado, sendo classificada em normal, leve e
moderada. Os resultados indicaram que a quantidade de fungos nao estava
correlacionada com a intensidade de eritema no palato e da inflamacao subepitelial. Os
autores relataram que Candida albicans € importante em relagdo ao dano tecidual, e,
que o biofilme que se forma na superficie interna da prétese sem estomatite contém
quantidades minimas de fungos relacionados aqueles com a estomatite protética. Na
estomatite hiperpldsica o eritema foi mais acentuado comparados com da estomatite
atréfica, e a mucosa palatal de suporte do grupo controle (sem doenga) nido apresentou
mudangas intra-epiteliais.

Cumming et al. (1990) avaliaram 61 individuos em uma populacdo de pacientes
geriatricos todos desdentados e com sinais clinicos de estomatite protética. Os autores
investigaram uso de farmacos e distirbios médicos, hdbito de fumar, métodos de
higienizacdo das préteses, estado e estabilidade das préteses e avaliacdo dos tecidos
bucais. A seguir, foi coletado material da mucosa do palato e assoalho bucal de cada
individuo, os quais foram semeados em placas contendo dgar malte. A identificacdo dos
fungos foi realizada usando sistema de identificacdo fenotipica API 20C. Os resultados
indicaram que 54% dos individuos apresentavam estomatite por protese dos quais 42%
foram positivos para cultura de fungos, principalmente Candida albicans seguido por
C. glabrata. Os autores concluiram que o principal fator para o desenvolvimento da
estomatite protética é o trauma causado pela prétese mal adaptada sobre a mucosa
bucal, produzindo infec¢do subseqiiente por espécies Candida. A idade e os distirbios
médicos associados com a estomatite ndo tiveram influéncia sobre a doenga, porém, o
habito de fumar aumentou a prevaléncia da estomatite protética.

Lazarde (2001b) identificaram espécies de Candida em pacientes com
candidose atréfica cronica. Foram observados 40 pacientes que faziam uso de protese
total entre as idades de 51 a 60 anos, sendo a maioria do gé€nero feminino. Estes
pacientes apresentavam sinais clinicos de candidose. Apds serem submetidos a exames
microbiolégicos para confirmacdo desta, os autores evidenciaram presenca de C.
albicans em 72,5%, C. tropicalis em 15%, C. glabrata e C. famata em 2% e C.
parapsilosis, C. rugosa em 1%.

Oliveira et al. (2000) examinaram 116 pacientes portadores de prétese total
muco-suportada, com presenga ou nao de estomatite protética, avaliando fatores

funcionais de oclusdo, dimensdo vertical de oclusdo, retencdo e estabilidade dindmica e
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estdtica da protese, bem como aspectos qualitativos referentes a higienizacdo da prétese
e da boca, uso continuo e conservacgdo da proétese, idade da prétese, niimero de préteses
totais utilizadas e tempo de edentulismo. Os autores concluiram que a ocorréncia das
lesdes ndo pode ser relacionada apenas a um fator, e a pratica da confec¢ao de nova
protese ndo trouxe resultado terapéutico, havendo a necessidade de avaliar outros

fatores como a presenca de leveduras e condi¢des gerais do paciente.

2.2 Aderéncia de Candida ao acrilico e as células epiteliais bucais.

Para ocorrer uma colonizagdo bem sucedida e a infeccdo das superficies da
mucosa, o primeiro passo importante é a aderéncia de Candida na superficie do
epitélio. C. albicans apresenta afinidade e ligagdo nao especifica com a resina acrilica.
A adesdo pode ser aumentada pela pré incubacdo das células epiteliais com certas
espécies bacterianas ou com o acréscimo de carboidratos na dieta alimentar. O
tratamento com agentes anti-bacterianos também ajuda a colonizacdo por Candida. A
presenca de lesdo traumdtica no tecido provocada por uma proétese, diminui a
resisténcia contra a infec¢do e aumenta a permeabilidade do epitélio aos antigenos e
toxinas soliveis do microrganismo (BUDZT-JORGENSEN, 1990a).

A presenca de protese total altera o epitélio bucal propiciando meio favordvel
para Candida albicans proliferar e causar estomatite, mesmo na auséncia de fatores
predisponentes gerais, promovendo intensa reacdo imunolégica. Enzimas hidroliticas
produzidas por Candida albicans facilitam sua invasdo no epitélio bucal (CARDOZO
et al., 1996; LAZARDE, 2001a; CANDIDO, AZEVEDO, KOMESU, 2000).

Na patogenicidade da estomatite por prétese, o fator mais importante ¢é
representado pelo crescimento de grande quantidade de Candida sobre a superficie dos
aparelhos protéticos. Os fungos em crescimento produzem d&cidos que provocam
citotoxicidade direta e ativam as enzimas proteinase dcida e fosfolipase, as quais
facilitam a aderéncia da Candida albicans (NIKAWA et al., 2003).

As mudancas que ocorrem na cavidade bucal dos individuos desdentados sdo
diferentes das mudangas em individuos dentados, devido a natureza da mucosa oral que
suporta a prétese. A avaliacdo histologica destes tecidos demonstrou que as proteses
podem induzir uma resposta proliferativa ou degenerativa na mucosa bucal. O grau de

queratinizagdao é menor, e sua qualidade esta alterada, enquanto o estrato cérneo é mais
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fino do que o normal. As préteses também podem induzir mudangas ecoldgicas da
microbiota, a qual pode ser alterada como resultado de residuos alimentares e biofilme
que se forma entre a superficie da mucosa e o palato. A saliva que estd presente entre a
prétese e a mucosa pode apresentar pH mais baixo do que o normal (DOREY et al.,
1985).

Shepherd (1986) relatou que Candida albicans adere-se firmemente sobre as
células da mucosa mais intensamente do que outras espécies de Candida. Apds a
aderéncia e colonizacdo, as células de C. albicans invadem as células epiteliais. O
processo de invasdo € seguido de uma resposta inflamatéria aguda caracterizada pelo
predominio de neutréfilos. Os produtos liberados pelos fungos podem alterar o
mecanismo de defesa imune como a funcao dos neutréfilos e dos linfocitos T.

Segundo Carter, Kerr e Shepherd (1986) o microanbiente composto pela
superficie de suporte da prétese, a mucosa abaixo desta e o espago entre essas duas
partes, promove um refligio para microrganimos com potencial patogénico, que podem
colonizar e multiplicar no local. O meio isola a passagem natural da saliva e das
imunoglobulinas salivares, impedindo a a¢do de lavagem natural, protegendo a mucosa
subjacente da friccdo das particulas de alimentos que ajudaram a deslocar as células
epiteliais ndo vitais, que juntamente com outras matérias organicas estimulariam o
crescimento de microrganismo na prétese e nas células epiteliais. Quando o epitélio é
invadido por C. albicans, o fungo secreta a enzima protease queratinolitica, a qual
auxilia sua colonizacdo causando intensa rea¢do imunoldgica e desenvolvendo a
estomatite protética. Os autores relataram ainda que a prétese e infeccao por Candida
mudam a morfologia e estrutura do epitélio, e que a variant6e hiperplasica da candidose
acumula coldnias de microrganimos que podem representar uma fonte de reinfeccao.

Jorge et al. (1987) realizaram um estudo para observar a influéncia do uso de
aparelhos ortodonticos sobre a presenca de Candida albicans na cavidade bucal. A
populacdo estudada constitui-se de 266 pacientes, de ambos os sexos, na faixa etaria de
7 a 25 anos. Os individuos foram divididos em quatro grupos: a) controle: constituido
de 67 individuos que nao utilizavam aparelho ortoddntico; b) extra-oral: constituido de
40 pacientes portadores de bandas apenas em molares superiores, que usavam arco
extra-oral por um periodo de 10 horas didrias; c) aparelho fixo: constituido de 74
individuos que usavam aparelho fixo superior e inferior, com bandas em molares e
braquetes colados nos demais dentes; e, d) placa acrilica: constituido de 85 individuos

que utilizavam aparelho ortodontico confeccionado em forma de placa de resina



23

acrilica. A higiene bucal foi verificada no exame clinico, visual e sem evidenciagdo.
Dos pacientes examinados, foi coletada uma amostra de saliva, que posteriormente foi
semeada em placas contendo meio dgar Sabouraud dextrose com cloranfenicol. Os
autores concluiram que a presenca de aparelhos ortodonticos, propiciou aumento no
numero de portadores de C. albicans. Para o grupo de placa acrilica e grupo extra-oral,
ocorreu aumento estatiscamente significativo no isolamento de C. albicans de amostras
de saliva, em relacdo ao grupo controle. Para o grupo aparelho fixo, o aumento nao
demonstrou ser significativo. Os pacientes com grau de higiene bucal mais eficiente,
demonstraram percentuais menores de isolamento de C. albicans. Segundo os autores, a
presenca de placa acrilica deve ter propiciado o aumento da ocorréncia de C. albicans
devido a presenca de rugosidade em suas superficies, representando um verdadeiro
reservatorio para as leveduras.

O mecanismo de aderéncia envolve interacdes entre as adesinas presentes nas
células de Candida e os receptores da célula do hospedeiro. As adesinas de Candida
sao principalmente as manoproteinas. A interacdo Candida-células epiteliais envolve a
por¢do protéica da manoproteina e a fucose presente na N acetilglucosamina das
glicoproteinas superficiais das células epiteliais. A forma de hifa € mais invasiva e
apresenta maior capacidade de aderéncia sobre células da mucosa humana. As
proteinases que sdo produzidas durante a formacdo das hifas parecem que ajudam a
romper a integridade da mucosa bucal (WEBB et al., 1998b).

Segundo Webb et al. (1998a) como a estomatite por prétese € uma doenca com
etiologia multifatorial, torna-se dificil o tratamento. O uso de antifungicos como
nistatina e anfotericina B € efetivo inicialmente, mas a medicacdo pode produzir efeitos
colaterais em alguns pacientes e ocorre recidiva quando da interrupcdo desta. Os
autores acreditam que tratamentos alternativos que atuam no controle do biofilme,
como o uso do hipoclorito de s6dio como agente imido para a prétese durante a noite,
bochechos com anti-sépticos, remog¢do do trauma e uso de material reembasador da
prétese, oferecem melhores resultados.

A adesdo de Candida na mucosa bucal estd relacionada com todas as formas
comuns de candidose bucal, tais como candidose pseudomembranosa, candidose
eritematosa, leucoplasia por Candida e queilite angular. A adesdo de Candida na
superficie do hospedeiro é complexa, envolvendo fatores biol6gicos e nao bioldgicos,
como adesinas, for¢as de atracdo de Van der Walls e interacdes hidrofdbicas. A

aderéncia permite ao microrganismo evitar deslocamento pela acdo de limpeza das
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secrecoes, facilitando a infeccdo (ELLEPOLA, SAMARANAYAKE, 1998). As
condig¢des de higiene bucal e o uso da prétese, principalmente quando estd inadequada,
facilitam a adesao e proliferacdo local dos fungos, principalmente no material utilizado
para a confec¢do das mesmas (BIRMAN, 1998; BATISTA, BIRMAN, CURY, 1999).

Segundo Jeganathan e Lin (1992) a porosidade da superficie do acrilico presente
nas proteses favorece a adesdo de biofilme dentédrio, podendo ocorrer penetragdo e
crescimento de microrganismos no interior da resina, mantendo por longo periodo de
tempo um reservatorio microbiano que pode causar estomatite subprotética.

A presenga de proteses totais pode bloquear o fluxo de substincias antiftingicas
e anticorpos da saliva (BUDTZ-JORGENSEN, 1990b; BIRMAN, 1998; WEBB et al.,
1998a; WILSON, 1998), alterar a microbiota bucal (ARENDORF; WALKER, 1980;
JORGE et al., 1997) e facilitar a proliferacdo de Candida, a qual invade os tecidos
induzindo um estado de hipersensibilidade ou produzindo toxinas potentes, aderindo e
colonizando as células epiteliais, provocando uma resposta inflamatéria aguda

(BUDZT-JORGENSEN, 1990b, BATISTA, BIRMAN, CURY, 1999).

2.3 Acio de anti-sépticos e do vinagre em Candida albicans

A candidose uma vez diagnosticada deverd ser tratada com o uso de agentes
antifingicos. Estes farmacos s@o clasificados em agentes poliénicos (nistatina e
anfotericina B) e derivados azolicos (miconazol, cetoconazol, fluconazol e itraconazol).
Além disso, existem novos medicamentos que estdo sendo estudados e as terapias
alternativas, como a laserterapia (CAMPAGNOLI et al., 2004). Para a estomatite
protética, como a etiologia € multifatorial, apenas o uso de antifingico ndo produz os
efeitos desejados.

Bergendal (1982) avaliou o efeito da nistatina e de outros fatores em individuos
portadores de estomatite protética. Foram selecionados 75 pacientes, sendo 48
portadores de prétese total e 27 controles. Dos portadores de prétese, 19 individuos
apresentavam estomatite atréfica e 29 estomatites hiperpldsica. Ambos foram divididos
em dois grupos: grupo A, que foram tratados inicialmente com nistatina e foram
confeccionadas novas proéteses; e, grupo B, que somente receberam tratamento com
novas proteses. Durante o periodo de tratamento os pacientes foram orientados quanto a

remogao da prétese no periodo noturno e sobre higiene bucal e da prétese. Apds um



25

ano de tratamento, os pacientes tratados com a nistatina ndo apresentaram cura
significante. O autor concluiu que os antifingicos nao sdo farmacos de escolha para o
tratamento da estomatite protética e ressaltou a importancia do controle do biofilme
tanto na mucosa como na prétese, para obtencao da cura da estomatite.

A profilaxia antifingica pode ser indicada para evitar a colonizagdo ou
multiplicacdo de C. albicans num hospedeiro vulnerdvel, evitando infec¢do primaria ou
reinfeccdo apds tratamento antimicético. Tratamento tépico com antifingicos tem
efeito temporario, porque os sitios bucais tendem a ser reinfectados com C. albicans
que pode ser encontrada como comensal do trato digestivo. Budtz-Jorgensen em 1990a,
preconizou a combinacido de anfotericina B e clorexidina como tratamento padrido da
estomatite por prétese, por 4 semanas. Para pacientes que apresentaram lesdes
recidivantes, o autor considerou necessdrio a remocdao da prétese durante a noite,
seguida de uma higienizacdo destas.

O uso do 4cido benzodico em solucdo tem apresentado bons resultados na
eliminacdo de C. albicans, quando se realiza desinfec¢do da superficie das préteses
com o referido dcido (GRANATA, STAFFANOU, 1990; IACOPINO, WATHEN,
1992).

Glass (1992) realizou revisdo de literatura sobre contaminacdo de escovas
dentais, aparelhos removiveis (ortodonticos e protéticos) e sua relacdo com a
transmissdo de doengas. Doengas bacterianas tratadas com antibioticoterapia podem
apresentar recorréncia apos periodo de administracdo do farmaco. Uma das causas
associadas a esta recorréncia é a presenca de um reservatério dos microrganismos
causadores, o qual pode ser representado pelos aparelhos removiveis, assim como pelas
escovas dentais. A respeito dos aparelhos removiveis, o autor recomendou a sua
imersao em uma soluc¢do de vinagre a 50% (uma parte de vinagre branco ou tinto para
uma de dgua) durante uma hora, o que resulta em eficiente reducdo da contaminacao.

Kulak, Arikan e Delibalta (1994) realizaram estudo comparativo de trés
métodos diferentes para tratamento da estomatite por prétese. Foram selecionados 45
pacientes que apresentavam estomatite protética generalizada e que nao tinham doencga
sist€émica. Foi realizada coleta de material por meio de raspagem na regido do palato
com auxilio de uma espatula de metal e a seguir foi realizado exame micoldgico. Os
pacientes cujas culturas apresentaram 100 ou mais colOnias, € que apresentaram
evidéncia clinica de estomatite por prétese foram divididos em trés grupos de

tratamento: a) administracdo de 50 mg de fluconazol em tabletes todos os dias, durante
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duas semanas; b) aplicacdo de clorexidina 2% sobre a superficie interna das préteses
duas vezes ao dia e administracio de fluconazol durante duas semanas; c) confeccio de
novas préteses, sem fazer uso de nenhum medicamento. De acordo com avaliacdo dos
pesquisadores, os pacientes tratados com a segunda modalidade, apresentaram melhoria
significante da inflamagcdo em relagdo aqueles tratados somente com fluconazol ou
aqueles que somente confeccionaram novas proteses, sem medicacdo. Os autores
relataram também, a importadncia da limpeza eficiente das préteses com uso de
limpadores especificos, tratamento da superficie da mucosa do palato e confeccao de
novas préoteses com harmonia oclusal.

A clorexidina é fortemente absorvida pelas superficies bucais, sendo liberada
gradativamente dos sitios de ac¢do, podendo reduzir o crescimento € o metabolismo do
biofilme dentdrio, como também o potencial de aderéncia dos microrganismos
colonizadores (BUDTZ-JORGENSEN, 1990a). Foi demonstrado ser um inibidor da
candidose bucal, mas com ressalva de ser utilizada como complemento terapéutico.
Alguns estudos demonstraram que a clorexidina chega a reduzir as cepas de Candida
albicans em até 30% (CANDIDO, AZEVEDO, KOMESU, 2000).

MacNeill et al. (1997) estudaram in vitro o efeito do gluconato de clorexidina
no crescimento e vitalidade de C. albicans. Os resultados demonstraram que a
clorexidina usada em altas concentragdes inibe o crescimento e replicacao celular do
fungo.

Giuliana et al. (1997) estudaram in vitro as propriedades antimic6ticas de cinco
substancias para enxagiie bucal, que continham agentes antimicrobianos: a) cloreto de
cetilpiridinio; b) digluconato de clorexidina; c¢) hexedina; d) sanguinarina; e, e)
triclosan. Foram usadas seis espécies de leveduras: C. albicans, C. parapsilosis, C.
krusei, C. guilliermondii, Torulopsis glabrata e Saccharomyces cerevisiae. Os
enxagiies que continham cloreto de cetilpiridinio e digluconato de clorexidina
apresentaram maior atividade fungicida. Os pesquisadores sugeriram que enxagiies
bucais contendo antimicrobianos, podem representar uma alternativa de tratamento a
terapia convencional para a candidose bucal.

Birman (1998) avaliou in vitro o efeito de anti-sépticos usados para tratamento
de candidose bucal, frente a espécies de Candida isoladas da cavidade bucal de
pacientes com cancer e submetidos a radioterapia. Os resultados obtidos demonstraram
que o triclosan ndo apresentou atividade fungicida para a maioria dos fungos, bem

como o violeta de genciana. O cloreto de cetilpiridinio foi o melhor fungistatico para
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todas as cepas em concentragdes menores, enquanto o hexaclorofeno e timerosol
atuaram como fungicidas em concentragdes maiores do que o primeiro. O autor
ressaltou que a aplicagdo de um anti-séptico pode ser desejavel quando se considera que
um produto de atividade germicida de amplo espectro pode determinar o aparecimento
de re-infecc¢des. Os anti-sépticos podem também apresentar toxicidade e, como ocorre
com o0s antimicrobianos, determinar a emergéncia de cepas resistentes, devendo,
portanto, quando para uso prolongado, serem indicados com amplo conhecimento das
suas vantagens e limitagdes.

Wilson (1998) enfatizou a importancia da higiene bucal no controle da
candidose, principalmente a noite, recomendando a escovacdo da prétese e da mucosa e
o uso de agentes anti-sépticos como gluconato de clorexidina e hipoclorito de sédio
para desinfec¢ao da prétese e gluconato de clorexidina para bochechos.

Batista, Birman, Cury (1999) preocupados com a freqiiéncia de estomatite
protética associada com C. albicans em pacientes portadores de prétese total, avaliaram
a susceptibilidade antifingica de 19 cepas de C. albicans isoladas de pacientes
portadores de estomatite protética frente a anfotericina B, cetoconazol e miconazol. A
atividade antifingica foi estudada a partir de determinacdo da concentracio inibitdria
minima (CIM) e da concentragdo fungicida minima (CFM), pela técnica de diluicao em
agar. Os resultados obtidos demonstraram niveis baixos de CIM e CFM (< 0,15 mg/ml)
para anfotericina B. Para miconazol e cetocanazol foi observado CIM < 4,00 mg/ml e
CFM com valores maiores de 16,00 mg/ml frente a maioria das cepas. Os autores
concluiram que a anfotericina B apresentou maior acdo fungicida in vitro, enquanto os
az0is demonstraram maior acao fungistatica do que fungicida.

Giuliana et al. (1999) estudaram a atividade antimicética in vitro de alguns
antimicrobianos. O cloreto de cetilpiridinio apresentou maior atividade fungicida,
enquanto a menor atividade foi evidenciada pela sanguinarina, frente as leveduras
isoladas da cavidade bucal.

Cardozo et al. (2001) avaliaram o tratamento de 30 pacientes que apresentavam
estomatite protética induzida por Candida. As amostras foram coletadas do palato e das
proteses dos pacientes e foi identificado C. albicans no palato de 76,6% dos
participantes, e em 83% das proteses. Os pacientes foram divididos em 3 grupos: a)
medicados com miconazol tépico em forma de gel (Daktarin), 4 vezes ao dia durante

21 dias; b) tratamento com miconazol em forma de gel, 3 vezes ao dia, durante 21 dias;
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c¢) placebo 4 vezes ao dia, durante 21 dias. Apds trés semanas de tratamento, os autores
observaram melhora nos pacientes do grupos A e B em 100% dos casos.

Chibebe Junior (2003) realizou estudo in vitro em escovas dentais
contaminadas com Streptococus pyogenes, com o objetivo de avaliar o tempo que este
microrganismo permanecia viavel nas cerdas das escovas, dentro de um intervalo de 24
horas e também a capacidade de diferentes concentragdes de vinagre em reduzir o
nimero de Streptococus pyogenes de cerdas previamente contaminadas. Foram
utilizadas cento e quarenta escovas dentais previamente esterilizadas. As escovas foram
separadas em trés grupos: piloto, experimental e controle, com, cinqiienta, setenta e
vinte espécimes, respectivamente. No grupo piloto, apds contaminacdo, as escovas
eram acondicionadas em tubos de ensaio esterilizado, pelo tempo de duas, quatro, seis,
oito e vinte e quatro horas, sendo que em cada um destes periodos o nimero de
amostras foi de dez escovas. No grupo experimental, logo apds a contaminacdo e
lavagem das escovas, diferentes concentragdes de vinagre foram utilizadas borrifando-
se nas cerdas das mesmas. Para cada concentragcdo, dez amostras foram realizadas. As
concentracdes estudadas foram: puro, a 50%, 25%, 12,5% 6,5% 3% e 1%. Como os
controles positivo e negativo, as escovas contaminadas foram borrifadas com 4agua
destilada e clorexidina 2%, respectivamente. Os resultados demonstraram que em até
24 horas, Streptococus pyogenes foi capaz de permanecer vidvel nas cerdas das
escovas. O vinagre puro ou diluido em até 3% foi capaz de eliminar este patdgeno das
cerdas, enquanto que utilizado a 1% reduziu em aproximadamente 75,5% a

contaminagdo das escovas.



3 Proposiciao

A proposta deste estudo foi avaliar, in vitro, os efeitos de solugdes de vinagre a
10% e 30% sobre Candida albicans previamente aderida em resina acrilica

termicamente ativada, utilizada para confeccdo de préteses totais.



4 Material e Métodos

4.1 Preparo dos corpos-de-prova

Foram confeccionados 72 corpos-de-prova em resina acrilica termicamente
ativada, utilizada para confeccdo de préteses totais, com 7 mm de altura e 7 mm de
didmetro em forma de hexdgono. Para a obtencdo dos moldes foi utilizada cera em
forma de bastdo para escultura (Polidental) de 7 mm de didmetro, os quais foram
incluidos em gesso tipo pedra (Herodent) contido em uma mufla n® 6. Apds a presa
final do material, os bastdoes foram removidos € os moldes isolados com vaselina com
auxilio de um pincel n° 0. A seguir, os moldes foram preenchidos com resina acrilica
termicamente ativada (Biotene), cor 66. A mufla foi fechada, prensada e levada para
polimerizacdo a 72°C, durante 12 horas. Apds o resfriamento da mufla, os corpos-de-
prova foram removidos, lavados em 4gua corrente e receberam acabamento para
remogdo de excessos, com auxilio de ponta maxi-cut (Odonto Mega) e broca carbide (n°
703) ambas adaptadas em micromotor (Dabi). A seguir, os corpos-de-prova foram
padronizados em 7mm de didmetro, com paquimetro, e foram cortados com discos de
carborundum (Dentorium).

Apds acabamento, os corpos de prova foram polidos em torno para polimento
(Knebel), utilizando rodas de pano umedecidas e pedra-pomes (Uraby), seguida de
branco de Espanha (Uraby). Todo o procedimento de acabamento e polimento foi
realizado de acordo com Cunha e Marchini (2002). A seguir, 0s corpos-de-prova
receberam duas camadas de esmalte para unhas de cor bronze cintilitante (Colorama),
com excecao de uma das superficies basais e foram esterilizados imersos em dgua, em

autoclave (Fanen) a 123°C durante 15 minutos.

4.2 Aderéncia de Candida albicans aos corpos de prova

Foi utilizada cepa padrao de Candida albicans (F 72) proveniente do laboratério
de Microbiologia da Universidade de Taubaté. A cepa foi previamente semeanda em
agar Sabouraud Dextrose (Difco) e foi incubada a 37°C durante 24 horas para sua

ativacdo. A seguir, uma colonia isolada da levedura foi semeada em caldo Sabourand
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dextrose (Difco) e foi incubada a 37°C durante 18 horas. A seguir, 1,5 ml da cultura de
Candida albicans foi adicionada em 6 pocgos da primeira fileira (A) de uma placa para
cultura de células (Costar) (Figura 1). A seguir, os corpos de prova foram mergulhados
em cada poco A, com a superficie sem esmalte para cima e a placa foi incubada a 37°C

por 48 horas, para ocorrer a aderéncia do microrganismo.
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Figura 1 — Esquema de placa de cultura de células que foi utilizada para ensaio de aderéncia de Candida

albicans em resina acrilica termicamente ativada e desinfec¢do com vinagre. Nos pogos A 1 a 6, foi
colocada cultura do microrganismo e os corpos-de-prova (@ ) dos respectivos materiais. Os pogos B e
C (1 a 6) foram preenchidos com solugdo fisioldgica esterilizada (NaCl a 0,85%) para lavagem dos
corpos-de-prova, apds incubagdo. Nos pocos D (1 a 6) foram colocadas solu¢@o de vinagre a 10% e 30%.

Para os controles, nos pocgos D foi colocada solugao salina.

4.3 Avaliacao dos efeitos das solucoes de vinagre

Os corpos-de-prova previamente confeccionados e apds a adesdo de Candida
albicans, foram divididos em 6 grupos contendo 6 espécimes cada. Cada grupo foi
colocado em uma placa para cultura de células e foram submetidos aos tratamentos
indicados no Quadro 1. Todos os procedimentos a seguir foram realizados com assepsia

em capela de fluxo laminar (Veco).
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Tabela 1 — Tratamento para avaliar os efeitos de solu¢des de vinagre a 10 e 30% sobre

Candida albicans aderida em corpos-de-prova (resina acrilica termicamente ativida).

Grupos Imersio Tempo Imersao N
(solucéo de) (minutos)
Vinagre 10% 30min Vinagre 10 % 30 6
Vinagre 10% 1 h Vinagre 10% 60 6
Vinagre 30% 30 min Vinagre 30% 30 6
Vinagre 30% 1 h Vinagre 30% 60 6
Controle 30 min NaCl 0,85% 30 6
Controle 1 h NaCl 0,85% 60 6

Nota: tratamentos realizados com os corpos de prova para avaliar os efeitos de solu¢gdes de vinagre a 10 e
30% sobre Candida albicans aderida em corpos-de-prova confeccionados em resina acrilica
termicamente ativada

Ap6s a prévia aderéncia de Candida albicans aos corpos-de-prova (item 4.2), as
placas para cultura de células foram removidas da estufa e levadas ao fluxo laminar
para adi¢do de 1,5ml de solucdo salina esterilizada nas suas segundas e terceiras
fileiras, denominadas de pogos B e pocos C respectivamente e solu¢do de vinagre nas
suas quartas fileiras, denominadas de pocos D (Figura 1). Com auxilio de uma pinca
esterilizada, os corpos-de-prova foram retirados dos pocos A e mergulhados
respectivamente, por um minuto, nos pocos B e C. A seguir, foram mergulhados na
solucdo de vinagre (Castelo, Fermentado acético de dlcool e vinho branco, acidez 4,0%,
Castello Alimentos, Jundiai, Sdo Paulo) diluidas em 10 e 30% (Figura 2), na qual
permaneceram por trinta ou sessenta minutos, conforme o grupo. Decorridos o tempo
de desinfeccdo, os corpos-de-prova foram retirados da solu¢do de vinagre e foram
colocados em tubos de ensaio contendo 2 ml de solucdo salina (NaCl 0,85%)
esterilizada e pérolas de vidro e agitados em vibrador (Vortex) por um minuto. A partir
da solucao obtida, foram realizadas dilui¢des decimais, quais foram semeadas em placa
de Petri contendo dgar Sabouraud dextrose (Difco) e foram incubadas a 37°C por 48
horas (figura 3). Ap6s crescimento, as unidades formadoras de col6nias (UFC/mL)
foram quantificadas nas placas que continham de 30 a 300 colonias e os nimeros

obtidos foram convertidos para seu logaritimo correspondente (log UFC/mL)



Figura 2 — Placa de cultura de células que foi utilizada para ensaio de aderéncia de Candida

albicans em resina acrilica termicamente ativada.

Figura 3 — Placas de Petri contendo unidades formadores de coldnias de um corpo-de-prova, apés

semeadura (puro, 10-1, 10-2, 10-3, 10—4) em agar Sabouraud dextrose apds 48 horas a 37°C
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4.4 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando-se analise de
Variancia ANOVA, teste de Tukey, considerando-se diferenca estatistica quando p <

0,05.



5 Resultados

A tabela 2 apresenta o logaritmo do numero de unidades formadoras de colonias
(log UFC/mL) de Candida albicans que se aderiram a superficie dos corpos-de-prova
confeccionados em resina crilica termicamente ativada. Pode-se observar que nao
ocorreram diferencas quando a peca acrilica, apds aderéncia, foi submetida a imersao
em vinagre pelo periodo de tempo de 30 e 60 minutos. Ocorreram, entretanto,
diferencas, quando comparou-se o controle com os tratamentos com vinagre.

Na tabela 3, estdo expressas as médias e desvio-padrao do log de UFC/mL de
Candida albicans nos controles e apds os corpos-de-prova receberem tratamento com
solugdo de vinagre a 10 e 30%. Observou-se redugdao no nimero de UFC/mL apods
tratamento com vinagre a 10% e reducao maior no tratamento com vinagre a 30%.

Na tabela 4, observa-se os resultados de comparagdes estatisticas quando os
grupos foram comparados entre si, utilizando-se Analise de Variancia (p < 0,05). Pode-
se observar nesta tabela, que ocorreu diferenca estatistica entre os grupos em relacdo as
condi¢des de desinfeccdo. Nao ocorreu diferenca quando se comparou tempos de
imersao de 30 e 60 minutos nas solu¢des de vinagre.

Na tabela 5, pode-se observar as comparagdes estatisticas, por meio do teste de
Tukey, entre os grupos vinagre 10%, vinagre 30% e controle. Observa-se diferenca

estatisticamente significativa entre 0s grupos.

Tabela 2 — Logaritimo de unidades formadoras de coldnias (logUFC/mL) de Candida
albicans recuperadas apos aderéncia (controle) em resina acrilica termicamente ativada
e apds serem submetidas a solucdo de vinagre 10 e 30% durante 30 e 60 minutos.

CORPOS- CONTROLE VINAGRE 10% VINAGRE 30%
DE- 30 min 60 min 30 min 60 min 30 min 60 min
PROVA
1 6,79 6,98 5,77 5,76 3,12 3,64
2 6,93 6,87 5,51 5,75 4,41 3,93
3 6,98 6,68 5,57 5,77 4,45 4,17
4 7,32 6,96 5,73 5,31 4,46 4,18
5 7,03 6,88 5,67 5.66 4,39 3,97
6 6,97 6,93 5,62 5,62 4,09 4,12
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Tabela 3 — Médias e desvio-padrao do logaritimo do nimero de unidades formadoras de
colonias (logUFC/mL) de Candida albicans recuperadas apds aderéncia (controle) em
resina acrilica termicamente ativada e apds serem submetidas a solucao de vinagre a 10
e 30% durante 30 e 60 minutos.

TRATAMENTO TEMPO MEDIA DESVIO-
(n=6) (minutos) (log UFC/mL) PADRAO
(log UFC/mL)

Controle 30 7,003 0,175
Vinagre 10% 30 5,665 0,103
Vinagre 30% 30 4,524 0,524
Controle 60 6,883 0,108
Vinagre 10% 60 5,645 0,174
Vinagre 30% 60 4,001 0,205

Tabela 4 — Andlise de variancia dos dados das unidades foormadoras de coldnias (Log
UFUC/ml) de Candida albicans obtidos nos seguintes grupos experimentais: vinagre
10%, vinagre 30% e controle

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado Razao F p
Variacao Liberdade Quadrados Médio
1 2 49,42 24,71 370,64 0,01%
2 1 0,07 0,07 1,11 0,301
1X2 2 0,03 0,19 0,29 0,752
Residuo 30 2,00 0,66
Total 35 51,53

1: Indica as condic¢des de desinfeccdo: Vinagre 10%, vinagre 30% e controle
2: representa os tempos de desinfecgio
* diferenga estatisticamente significante

Tabela 5 — Teste de Tukey para os dados das unidades frmadoras de coldnias (Log
UFUC/ml) de Candida albicans obtidos nas diferentes condicdes de desinfeccao com
vinagre 10%, vinagre 30% e controle (solucdo fisiologica)

Grupos Controle Vinagre 10% Vinagre 30%

Controle - p=0,001 p =0,001
Vinagre 10% p=0,001 - p=0,001
Vinagre 30% p=0,001 p=0,001 -




6 Discussao

O uso de préteses totais pode induzir alteragdes patoldgicas na mucosa
subjacente que as suportam, as quais sdo denominadas de estomatite protética
(BERGENDAL, ISACSSON, 1983; WILSON, 1998; CROCKETT, O‘GRADDY,
READ, 1992; LEMOS, MIRANDA, 2003). Estas alteracdes sdo caracterizadas por
inflamacdo moderada ou intensa e sdo encontradas sob préteses totais, podendo ocorrer
na maxila e mandibula, porém com mais freqiiéncia na maxila (BUDZT-JORGENSEN,
1974; WILSON, 1998).

A estomatite por prétese, também chamada de candidose atréfica crdnica
(WILLIAMS et al., 1997), € a forma mais freqiiente de candidose e tem sido descrita em
até 60% em portadores de prétese total (LYNCH, MENPHIS, 1997).

Quando da ocorréncia da estomatite por prétese total, a resina acrilica da mesma
torna-se um reservatorio para espécies de Candida. Espera-se que quando da remog¢ao
das células de Candida da resina, ocorra melhora do quadro clinico da doenca. Assim, o
presente estsudo objetivou verificar os efeitos de solugdes de vinagre sobre células de
Candida albicans aderidas a resina acrilica termicamente ativada in vitro. Os resultados
demonstraram que as solucdes de vinagre a 30% foi efetiva na diminui¢do do nimero de
Candida que foram previamente aderidas a resina, formando biofilme.

Optou-se pela utilizagdo do vinagre no presente estudo, por tratar-se de um
produto facilmente encontrado no comércio, podendo ser facilmente adquirido. O
vinagre apresenta também preco acessivel, podendo ser utilizado por individuos de
renda familiar menor. Avaliando-se os resultados encontrados no presente estudo, pode-
se inferir que a retirada da prétese no periodo noturno e sua imersdo pelo tempo minimo
de 30 minutos em solucao a 30% de vinagre, podera trazer melhora no quadro clinico da
estomatite por protese.

A escolha da espécie Candida albicans para os ensaios in vitro realizados foi
baseado na sua maior freqii€éncia na cavidade bucal de pacientes sauddveis assim como
sua maior freqiiéncia de isolamento de candidoses bucais. Além disso, constitui-se a
espécie mais patogénica do grupo (DAVENPORT, 1970, JORGE et al., 1987;
SANTARPIA et al., 1990; IACOPINO, WATHEN, 1992; JEGANATHAN, LIN, 1992;
JORGE et al.,1997; NIKAWA et al., 2003; PARDI, CARDOZO, 2003)
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Existe consenso entre vdrios pesquisadores que a cultura da saliva e a
microscopia de esfregacos sdo suficientes para o estabelecimento do diagndstico da
estomatite por prétese associada a Candida (BUDZTZ-JORGENSEN, 1990b; OLSEN,
STENDERUP, 1990; IACOPINO, WATHEN, 1992; KULAK, ARIKAN,
DELIBALTA, 1994; JORGE et al., 1997; KULAK, ARIKAN, KAZAZOGLU, 1997).
Lemos e Miranda (2003) salientaram que o diagndstico da estomatite por prétese deve
estar embasado em achados microbioldgicos associados aos sinais e sintomas clinicos.
Moreira et al. (2001) enfatizam a importancia do diagndstico microbioldgico de forma
rotineira para as candidoses bucais, o que poderia respaldar melhor os tratamentos
destas doengas na clinica odontoldgica.

Estd amplamente relatado na literatura que a infeccdo por Candida,
principalmente a espécie Candida albicans, exerce importante papel no
desenvolvimento da estomatite por protese (DAVENPORT, 1970; SANTARPIA et al.,
1990; IACOPINO, WATHEN, 1992). Segundo Wilson (1998) a estomatite protética
associada com Candida ocorre em cerca de 65% dos usudrios de prétese totais. Por
outro lado, Lemos e Miranda (2003), evidenciaram Candida em apenas 19% dos
esfregacos da mucosa do palato, porém os autores ndo realizaram cultura para as
leveduras. Parece oportuno salientar, que a maioria dos trabalhos relata que o fator
iatrogénico fazia-se também presente, como md adaptacdo, desgaste pelo uso e
higienizacdo deficiente das proteses totais.

Candida albicans provoca estomatite protética, principalmente quando ocorrem
alteracdoes nos mecanismos de defesa do hospedeiro (PARDI, CARDOZO, 2003).
Apenas a presenca do microrganismo nao € suficiente para instalacdo da estomatite
protética, pois tem que haver uma prétese instalada para que a estomatite ocorra.
(WILSON, 1998). Apenas o uso da prétese total também nao pode ser considerado
como causador de estomatite protética (OHMAN et al., 1995; BIRMAN, 1998). A
prétese, por si sO favorece a colonizagdo do microrganismo. Candida albicans pode
iniciar, manter e exacerbar as alteracdes na mucosa bucal de suporte da prétese
(SANTARPIA et al., 1990; IACOPINO, WATHER, 1992; CARDOZO et al., 2001;
NIKAWA et al., 2003).

O trauma causado pela prétese também € considerado um fator significante na
etiologia da estomatite por proétese, porém Candida albicans parece ser responsavel
pelas formacdes das lesdes, principalmente quando do tipo granular (KULAK,

ARIKAN, DELIBALTA, 1994). Préteses mal-adaptadas, principalmente as que
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recobrem extensas dreas da mucosa bucal (muco-suportadas), como as proteses totais
predispdem o aumento de Candida albicans na cavidade bucal (BUDZT-
JORGENSEN, 1974). A superficie de resina que confere suporte a prétese, isola a
passagem natural da saliva e das imunoglobulinas salivares, impedindo a acdo da
lavagem natural e protegendo a mucosa subjacente da fric¢do das particulas de
alimentos que ajudardo a deslocar as células epiteliais ndo vitais, diminuindo os efeitos
benéficos da descamagdo epitelial no controle da microbiota dessa regido da mucosa.
(CARTER; KERR; SHEPHERD, 1986).

A aderéncia de C. albicans ao acrilico da base da prétese permite que o
microrganismo nao seja removido pela acdo de limpeza das secre¢cdes mucosas,
facilitando a infeccio (ELLEPOLA, SAMARANAYAKE, 1998). O material usado
para confeccdo das préteses e aparelhos ortoddnticos, as resinas acrilicas, predispdem a
colonizagdo de leveduras, principalmente do género Candida (OLSEN, 1974;
BIRMAN, 1998; BATISTA, BIRMAN, CURY, 1999). Existe correlagdao positiva e
significativa entre concentragdo do fungo na suspensdo e sua adesdo ao acrilico
(SARAMANAYAKE, MacFARLANE, 1980; SANTARPIA et al.,1990). Candida
albicans se adere em proporcdes maiores em aparelhos ortoddnticos confeccionados em
resina acrilica e prétese total em relacdo aos aparelhos ortodonticos fixos (JORGE et
al., 1987; JORGE et al.,1997; JEGANATHAN, LIN, 1992; NIKAWA et al., 2003).
Olsen (1974) afirmou que a superficie interna da prétese com base de resina acrilica,
apresenta rugosidades e porosidades que funcionam como um reservatério de C.
albicans. A presenca da protese pode bloquear o fluxo de substancias antifingicas e
anticorpos da saliva (BUDTZ-JORGENSEN, 1990a; BIRMAN, 1998; WILSON, 1998;
WEBB et al., 1998a) e alterar a microbiota bucal (ARENDORF, WALKER, 1987;
JORGE et al., 1997), facilitando a proliferacao de Candida.

A prétese altera o epitélio bucal, promovendo intensa reacdo imunoldgica,
desenvolvendo a estomatite enquanto as enzimas produzidas por Candida albicans
facilitam sua invasdo no epitélio bucal (BUDZT-JORGENSEN, 1990b; CARDOZO et
al., 1996; CANDIDO, AZEVEDO, KOMESU, 2000; LAZARDE, 2001b). A adesao
pode ser aumentada pela pré incubacdo das células epiteliais com outras bactérias ou
com o acréscimo de carboidratos na dieta alimentar (BUDZT-JORGENSEN, 1990a).

Fato interessante foi relato por Lemos e Miranda (2003) que realizaram um
estudo clinico, microbioldgico e histopatolégico em pacientes portadores de estomatite

protética. Os autores encontraram grandes quantidades fungos no material obtido da
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superficie interna das préteses totais e enfatizam que o uso inadequado das préteses,
sem devida higienizacdo e adequagdo aos tecidos bucais possibilita a instalagdao de
Candida e conseqiiente atuacao de suas enzimas sobre os tecidos bucais.

Colonias de Candida albicans podem ser isoladas mais frequentemente da
superficie interna das préteses totais do que da mucosa correspondente, sendo que o
tratamento deve, portanto ser direcionado primeiramente a prétese. A estomatite por
prétese, ndo € uma patologia que leva a sérios danos aos individuos, entretanto é
importante prevenir esta alteracdo, uma vez que uma mucosa inflamada representa um
suporte deficiente para a prétese e também pode, possivelmente, contribuir para a
reabsor¢do Ossea subjacente (BUDTZ-JORGENSEN, 1990a). Além disso, proteses
totais usadas principalmente por idosos, os quais sdo mais susceptiveis a infecgdes,
devido as alteracdes imunoldgicas e distirbios locais de defesa decorrentes da prépria
idade, doencas sistémicas, uso de agentes farmacoldgicos, deficiéncias nutricionais e
exposicdo a doengas infecciosas (OHMAN et al., 1995)

Levando em consideracao o fato de que as préteses totais podem atuar como
fator predisponente para estomatite por prétese (OHMAN et al., 1995; BIRMAN, 1988;
RUSKIN et al., 1992), a tentativa de se promover uma desinfec¢do das préteses, no
periodo em que o individuo apresenta estomatite ou quando esta se encontra com um
grande nimero do microrganismos, torna-se importante. A diminuicdo ou a eliminagao
de Candida albicans retidos nas superficies das préteses, provavelmente acarretaria
melhora do quadro inflamatério.

A solucdo a ser utilizada para a desinfec¢do das préteses dentdrias tem
fundamental importancia, ndo apenas em relacdo a sua capacidade antimicrobiana,
biocompatibilidade, mas também econdmica, o que levou a utilizacdo do vinagre no
presente trabalho. Poe outro lado, a clorexidina, usada por vdrios pesquisadores
(WILSON, 1998; KULAK, ARIKAN, KAZAZOGLU, 1997; BUDZT-JORGENSEN,
1990a; GIULIANA et al., 1999; CANDIDO, AZEVEDO, KOMESU, 2000),
demonstrou bons resultados, entretanto, apresenta custo elevado, e o seu uso rotineiro
poderia acarretar no aparecimento de efeitos colaterais como pigmentacao dos dentes,
gosto amargo e alteracdo do paladar.

O cloreto de cetilpiridino € um enxaguatério bucal amplamente estudado e
comprovadamente eficaz na redugdo de fungos. No entanto, o custo do produto, levando
em consideracdo a populagdo de baixo poder aquisitivo, € alto. O hipoclorito de sddio a

1%, também ¢ utilizado (BUDZT-JORGENSEN, 1990a) e apresenta efeito adequado na
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desinfeccao das préteses. Embora seja um produto com baixo custo e reconhecido efeito
fungistatico, possui gosto e cheiro bem caracteristico, mesmo a baixas concentracdes.

Segundo Birman (1998), a aplicacdo de anti-sépticos pode ser altamente
desejavel. Bergendal (1982) relatou que antiftingicos ndo sio produtos de escolha para o
tratamento da estomatite protética. O tratamento topico com antiflingicos apresenta
efeito tempordrio, porque os sitios bucais tendem a ser re-infectados com C. albicans.
Por outro lado, as combina¢des de anfotericina B e clorexidina é o tratamento padrao
recomendadso por Budtz-Jorgensen (1990a). Cardozo et al. (2001) afirmaram que o
miconazol em forma de gel (Daktarin) € uma boa alternativa para o tratamento da
estomatite por protese.

Glass (1992) utilizou solucdo de vinagre a 50% para imersdao de aparelhos
acrilicos removiveis, pelo periodo de uma hora, e conseguiu uma reducdo na
contaminagdo contida nos mesmos. Chibebe Junior (2003) utilizou solu¢do de vinagre
em varias diluicdes, para borrifar cerdas de escovas dentais previamente contaminadas
com Streptococcus pyogenes e obteve a eliminagdo do microrganismo destas. Quando
utilizou concentragao de 1%, os autores relataram reducdo da contaminacdo em 75,5%
das escovas dentais. Desta forma, acreditamos que a utilizagdo do vinagre para
desinfeccao de préteses toatis poderd trazer beneficios para a satde dos pacientes. O
vinagre representa um produto de fécil acesso no mercado brasileiro, como também de
facil utiliza¢dao. Tem sido utilizado domiciliarmente para descontaminagao de verduras e
legumes antes do consumo.

Tendo em vista a metodologia utilizada no presente estudo, realizado in vitro,
observou-se que Candida albicans foi capaz de aderir na resina acrilica, e a solugdo de
vinagre foi efetiva na eliminacdo deste patégeno da resina acrilica termicamente
ativada, tanto no tempo de 30 minutos como no tempo de 60 minutos. Desta forma, a
utilizacdo do vinagre para desinfeccdo de préteses totais confeccionadas em resinas
acrilicas termicamente ativadas pareceu-nos um método vidvel de ser utilizado, tanto
nos portadores de prétese sem estomatite protética de forma preventiva, como nos
portadores de prétese com a doenca, proporcionando possivel melhora do quadro

inflamatorio.



7 Conclusoes

Os resultados encontrados no presente trabalho possibilitaram as seguintes

conclusoes:

- Ocorreu reducao estatisticamente significativa no nimero de unidades formadoras de
coldnias (log UFC/mL) de Candida albicans, em corpos-de-prova confeccionados com
resina acrilica termicamente ativada, submetidos a tratamento com solu¢do de vinagre a

10 e 30% em relagdo ao controle.

- O tratamento com solu¢ao de vinagre 30% mostrou-se mais efetivo que o tratamento

com solu¢do de vinagre 10% na reducdo da aderéncia de Candida albicans.

- Nao ocorreu diferenca significativa quando da utiliza¢do do vinagre, nos tempos de 30

e 60 minutos, para as duas concentragdes do produto (10 e 30%)
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