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Resumo

Introdugdo: A elaboragcdo de um protocolo pratico e eficaz de higienizagao de
préteses totais para internados em instituicdes de longa permanéncia para idosos
(ILPIs) é de extrema importancia para a prevencao da estomatite protética e de
doengas sistémicas relacionadas. Objetivo: Comparar a eficacia do banho de
ultrassom em relagéo escovagéo tradicional na higienizagao de proteses totais de
pacientes sob internacdo em ILPls. Materiais e Métodos: Um estudo clinico
cruzado randomizado foi conduzido em uma amostra de 17 idosos
institucionalizados usuarios de proteses totais superiores. Os protocolos de
limpeza foram escovacgao e banho de ultrassom, ambos aplicados com detergente
neutro liquido. A biomassa de biofilme foi estimada pelo ensaio de redugdo do
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) e a carga
microbiolégica especifica (UFC) para Streptococcus spp., Staphylococcus spp., e
Candida spp. foi quantificado por meio de cultura seletivo e diferencial. Os testes
estatisticos utilizados foram teste U de Mann-Whitney e teste de postos assinados
por Wilcoxon (0=5%). Resultados: Apenas o método do ultrassom reduziu
estatisticamente do baseline para o tratamento a biomassa de biofilme (MTT). As
contagens de Streptococcus spp. foram reduzidas pelos dois métodos de
higienizacdo. Porém, Staphylococcus spp., e Candida spp. apenas foram
reduzidas pelo método de ultrassom. Conclusdao: O banho de ultrassom
demonstrou ser um método alternativo viavel para a higienizagdo mecanica de

préteses totais em ILPIs.

Palavras-chave: Protese total. Higiene bucal. Biofilmes. Instituicdo de longa

permanéncia de idosos. Ultrassom.



Introducao

Usuarios de proteses totais internados em instituicbes de longa
permanéncia de idosos (ILPIs) podem ser incapazes de manter a higiene de suas
proteses totais(1-3) por motivo de doenga, deméncia ou baixa coordenacgao
motora, o que os tornam dependentes do suporte de cuidadores(4). Apesar desses
profissionais considerarem a higiene oral importante, algumas barreiras dificultam
a realizagdo da higiene oral em pacientes institucionalizados, tais como
comportamento de recusa pelos pacientes, falta de tempo e sobrecarga de
trabalho(5).

A disseminacgdo sistémica de microrganismos a partir de infecgbes orais
associadas ao acumulo de biofilme em préteses totais pode levar a condigdes
sistémicas de grande preocupacéo, tais como endocardite infecciosa, pneumonia
por aspiracdo e doenca pulmonar obstrutiva crénica, sobretudo em pacientes
idosos dependentes(6-8). Sendo assim, fica claro que a higienizagao das proteses
totais para o controle do biofilme é vital para reducéo do risco de acometimento de
tais doencgas(7).

A candidose bucal, na forma de estomatite protética, acomete cerca de 65%
dos pacientes usuarios de préteses totais superiores e esta geralmente associada
a uma higiene oral deficitaria(9). A estomatite protética pode ser agravada por
trauma, uso continuo da protese, reagao alérgica a base da protese e aos produtos
de limpeza das préteses, hipossalivacdo, dieta inadequada e uso de
antibidticos(10,11). A Candida albicans é o principal agente etiologico da
estomatite protética, em conjunto com outros microrganismos patogénicos e
oportunistas, tais como Streptococcus spp., Staphylococcus spp. e Lactobacillus
spp.(12—14).

A limpeza de préteses totais pode ser feita utilizando agentes quimicos
(hipocloritos, peréxidos, enzimas, enxaguatérios bucais) e métodos fisicos
(escovacgao, vibragao soénica e ultrassénica) (15,16). A desinfecgdo quimica € um
procedimento que se mostra mais efetivo quando associada ao controle mecanico
do biofilme da superficie das préteses(17,18). A escovagao associada ou nao a
sabao, dentifricio ou abrasivos é o método mais comumente relatado para
higienizacao de proteses totais (7,16,19). O banho de ultrassom tem se mostrado

um meétodo viavel de limpeza, principalmente para internos comprometidos
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cognitivamente e com deficiéncias fisicas(20-22). Sugere-se que esse método seja
associado a uma solugdo de limpeza que seja eficaz na remogéao de biofilme, além
de ser de facil acesso e baixo custo(19). Um produto de limpeza ideal para proteses
totais deve remover matéria organica e inorganica, nao ser toxico, ser de baixo
custo e de facil manuseio, além de reduzir o biofilme(17).

Uma consideravel variedade de produtos quimicos para a limpeza de
proteses totais esta disponivel(23,24); contudo, a dificuldade de aquisicdo e de
manuseio correto limitam sua adogdo em ILPIs(22). A utilizacdo de produtos de
limpeza corriqueiros € uma opg¢ao a se considerar, dada sua facilidade de aquisicao
e eficacia em suprir as necessidades dos portadores de proteses totais(25).

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar a eficacia do banho de
ultrassom na higienizagdo de proéteses totais de pacientes internados em ILPIs
comparada a escovagao tradicional. Ja o objetivo especifico foi determinar a
eficacia dos métodos de higienizacao (escovacéao e ultrassom) a partir da biomassa
do biofilme e da estimativa de células por area basal da protese total antes e apos
a aplicagao dos métodos propostos. As hipoteses nulas do estudo foram: 1) Nao
havera diferenga entre os dois métodos de higienizagao das proéteses totais para a
variavel biomassa de biofilme; 2) Nao ha diferenga entre os dois métodos de
higienizagcdo das proteses totais para a carga microbiana especifica; 3) ndo ha

diferenca entre baseline e tratamento para as variaveis estudadas.

Materiais e Métodos
O presente estudo foi registrado no REBEC (RBR-3jj84f) e aprovado pelo

Comité de Etica Institucional (Nimero do protocolo 2.225.015).

Selecdo da amostra

A amostra foi composta por individuos selecionados entre os residentes de
duas instituicdes LTCls localizadas na regido metropolitana da cidade de Curitiba
(Parana, Brasil). A pesquisadora principal avaliou previamente as proteses totais
dos individuos institucionalizados. Os critérios de inclusdo foram idade igual ou
superior a 60 anos, ser totalmente dependente, apresentar edentulismo completo
e utilizar protese total superior convencional em resina acrilica ha pelo menos um
ano. Os critérios de exclusao foram utilizacdo de proéteses totais superiores

convencionais fraturadas, consertadas ou reembasadas, apresentar estomatite

4
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protética, estar em uso ou ter feito uso de antibiéticos, antifungicos ou corticoides
até o prazo de trés meses antes da pesquisa, utilizar adesivos para proteses, ser
fumante e fazer uso de proteses com acumulo de calculo.

Um calculo do tamanho da amostra para um ensaio de nao-inferioridade
sem diferengas entre um tratamento (ultrassom) para outro (escovacéao) indicou
um tamanho de amostra de 13 pacientes para uma poténcia de 80%(26).

O fluxograma CONSORT (27) esta apresentado na Figura 1, ilustrando a
selecao dos participantes para o estudo, alocacdo, acompanhamento e analise. As
instituicdes e respectivos internos foram convidados a participar da pesquisa apos
a apresentagao dos riscos, beneficios e objetivos do presente estudo. A amostra
final foi composta por 17 individuos (4 homens e 13 mulheres) com idade média
de 72,5 anos (no intervalo de 62 a 86 anos). Foram contatados os responsaveis
legais dos individuos e realizados os esclarecimentos sobre a pesquisa e 0s

mesmos assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

[ Elegiveis ]

Avaliados para elegibilidade (n=25)

Excluidos (n=8)

+ Nao quiseram participar (n=0)

+ Outras razées (n=0)

+ Nao preencheram critérios de inclusdo (n=8)

A 4

Randomizados (n=17)

/ N\

1° periodo do estudo 1° periodo do estudo
Tratamento uma vez

Alocados na Escovagao Alocados no Ultrassom
(n=9) ao dia por cinco dias (n=8)

A 4 \ 4

Wash out por uma semana Wash out por uma semana

/

Cruzamento ]

T
5 / \
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2° periodo do estudo 2° periodo do estudo
_ Tratamento uma vez
Alocados na Escovagéao . . . Alocados no Ultrassom
ao dia por cinco dias
(n=8) (n=9)
[ Anadlises ]

Amostras analisadas (n=(17 participantes x 2 intervengdes)=34)

+ Excluidos da andlise (n=0)

Figura 1. Fluxograma CONSORT.

Desenho do estudo e métodos de higienizagao

O estudo foi do tipo cruzado, randomizado e duplo cego. Todas as proteses
totais foram expostas as duas intervengdes, por cinco dias cada.

Escovacao manual com detergente neutro: Escovagdo uma vez ao dia em
horario fixo por dois minutos(22) durante cinco dias, utilizando escova macia para
limpeza de préteses (Twister, Colgate, Sdo Bernardo do Campo, Sdo Paulo, Brasil)
associada a detergente de louca neutro sem glicerina (Ypé, Goiania, Goias, Brasil).
Em seguida, as proteses totais foram enxaguadas em agua corrente e devolvidas
ao paciente.

Banho de ultrassom com solucéao de detergente neutro: As proteses foram
inseridas individualmente em potes de vidro identificados e tampados contendo
100ml de agua da torneira e uma gota de detergente de louga neutro, os quais
foram submetidos a vibragdo ultrassénica (Cristofoli, Campo Mour&o, Parana,
Brasil) a 160 watts uma vez ao dia em horario fixo por 15 minutos(21,28) durante
cinco dias. Na sequéncia, as proteses totais foram enxaguadas em agua corrente
e devolvidas ao paciente.

A randomizacéao foi feita por meio de sorteio por um dos pesquisadores
(R.N.R.) utilizando cartdes que continham os métodos a serem pesquisados.
Durante a fase experimental, foi fixado um cartaz com a sequéncia de higienizagao
randomizada das proteses de cada individuo e um checklist diario no leito de cada

paciente. Nas paredes dos banheiros foram fixados cartazes para que a
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higienizacado das proteses totais ndo fosse executada por mais ninguém além da
cuidadora previamente treinada.

Antes de iniciar a pesquisa, realizou-se o calculo da area total das préteses
totais superiores em cm?. Este célculo foi importante para poder determinar a
quantidade de biomassa de biofilme e de carga microbiana por area das proéteses
totais. A protese total superior de cada paciente foram moldadas em alginato
(Jeltrate, Dentsply, Petropolis, Rio de Janeiro, Brasil) (Figura 2) e replicadas em
resina acrilica opaca (Jet, Classico, Campo Limpo Paulista, Sdo Paulo, Brasil)
(Figura 3). As réplicas foram digitalizadas por um escaner odontoldgico (Ceramill
map400, Amann Girrbach, Koblach, Austria) (Figura 4) e as imagens obtidas foram
analisadas utilizando o programa Solid Edge v.20 (Siemens PLM, Plano, USA,
2007) (Figura 5).

Figura 2: Moldes das proteses totais



Figura 3: Prétese total replicada e pintada para escaneamento

Figura 4: Escaner odontoldgico (Ceramill map400, Amann Girrbach, Koblach, Austria)
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Figura 5: Programa Solid Edge v.20 (Siemens PLM, Plano, USA, 2007)

Para que todas as préteses iniciassem a pesquisa ho mesmo patamar de

higiene, as mesmas foram imersas em vinagre (acido acético a 4,2%) por 10

minutos (Figura 6) e na sequéncia escovadas com pasta de digluconato de

clorexidina 2% (Maquira, Maringa, Parana, Brasil) por dois minutos(29) (Figura 7).

As proteses foram lavadas com agua corrente e entregues aos pacientes. Caso o

paciente possuisse protese total inferior, a mesma também passava pelo processo

descrito para a protese total superior. Os pacientes utilizaram as proteses

normalmente por dois dias(29), sendo as mesmas higienizadas por escovagdo uma

vez ao dia com agua e sabao, como era o protocolo de higiene das ILPIs.

Figura 6: Proteses imersas em solugdo Figura 7: Proteses escovad

de acido acético a 4,2% digluconato de clorexidina 2%

a

gt

s com pasta de
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Apos esse periodo, possiveis restos alimentares foram eliminados a partir
de um turbilh&o indireto de agua de torneira dentro de um pote plastico de volume
de 500 mL contendo uma prétese cada por 30 segundos (Figura 8). Na sequéncia,
as préteses foram imersas 100 mL de soro fisiolégico estéril (Figura 9). Os
conjuntos foram levados a cuba ultrassénica por 15 minutos (Figura 10) e as

suspensdes obtidas foram consideradas “baseline” nas analises microbiologicas.

Figura 9: préteses imersas em 100ml de soro fisiolégico

10
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Figura 10: protese imersas em soro fisioldgico sendo sonicadas por 15 minutos

ApoOs essa coleta, as proteses foram novamente desinfetadas por imersao
em digluconato de clorexidina 0,12% (Colgate, Sdo Bernardo do Campo, Sé&o
Paulo, Brasil) por 15 minutos (Figura 11), seguida de escovagao com gel de
clorexidina 2% (Maquira, Maringa, Parana, Brasil), por 2 minutos (Figura 12) e

devolvidas aos pacientes, os quais foram expostos aos tratamentos experimentais.

%2 THD YNIAIXAHEOTO

Proteses em imersdo em Figura 12: Proteses escovadas com gel de

Figura 1:
digluconato de clorexidina 0,12%, por 15 clorexidina 2% por 2 minutos

minutos.

11



1 Cada um dos métodos de higienizacao, escovacgao (Figura 13) e ultrassom

2  (Figura 14), foi conduzido por cinco dias consecutivos.

¥r. e

Figura 13: Préteses submetidas ao método de Figura 14: Préteses submetidas ao método

escovagao ultrassom
3
4 ApOs a aplicagao de cada um dos métodos, as proteses foram imersas em
5 vidros esterilizados identificados contendo 100 mL de soro fisiolégico (Figura 15).
6 Os conjuntos foram levados a cuba ultrassonica por 15 minutos (Figura 16) e as
7 suspensbes obtidas foram consideradas “tratamentos” nas analises
8 microbioldgicas.
Figura 15: Proteses imersas em 100ml de Figura 16: Prétese imersas em soro fisiolégico
soro fisiolégico sendo sonicadas por 15 minutos
9
10 Na sequéncia, realizou-se periodo de “washout” de uma semana, no qual as

11  préteses totais eram escovadas uma vez ao dia com sab&o, como era costume das
12 ILPIs. Decorrido o wash out, as préteses foram novamente desinfetadas por
13 imersédo em digluconato de clorexidina 0,12% (Colgate, Sdo Bernardo do Campo,

14  Séao Paulo, Brasil), por 15 minutos e escovagcao com gel de clorexidina 2%

12



oo o0 B~ WN -

10
11
12

13
14
15
16

(Maquira, Maringa, Parana, Brasil), por 2 minutos e devolvidas aos pacientes. Na
sequéncia ocorreu o cruzamento e os métodos foram reaplicados como ja descrito.

As suspensdes “baseline” e “tratamento”, conduzidas ao laboratério de
microbiologia e foram novamente sonicadas em cuba ultrassénica (modelo 2840D,
Odontobras, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) (Figura 17), por 20 minutos, para

desagregacao maxima dos biofilmes.

Figura 17: Banho de ultrassom, 2840D, Odontobras, Ribeirdo Preto, Sao Paulo, Brasil

Aliquotas de 500 pL foram recolhidas para quantificagcdo da carga
microbiana especifica. O restante foi utilizado para estimativa de biomassa pelo
ensaio de reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlio
(MTT; Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)(30) (Figura 18).

quantificacao da
carga microbiana
especifica

Figura 18: Esquema da diluigéo inicial

Quantificacdo da carga microbiana especifica
O protocolo de diluicdo, a seguir, foi determinado apds ensaio-piloto com

protese total de um participante.
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Aliquotas de 500 uL das suspensdes foram combinadas com 500 uL de
agua destilada e agitadas em vortex (modelo AP56, Phoenix, Araraquara, S&o
Paulo, Brasil) a 1500 RPM, por 30 segundos. Foram tomadas aliquotas de 100 pL
que foram combinadas com 900 pL de agua destilada e agitadas em vértex a 1500
RPM, por 30 segundos (Figura 19).

500uL
suspensao
+

500uL de

agua
destilada

/

Diluicéo 1 30 segundos

Figura 19: esquema da dilui¢gdo

Foram tomadas aliquotas de 100 uL das suspensdes diluidas acima, que
foram plaqueadas em duplicata em meios de cultura seletivos e diferenciais
Chromocult (Merck, Alemanha), Agar Manitol Salgado (NewProv, Pinhais, Brasil) e
Agar Sabouraud Dextrose (NewProv, Pinhais, Brasil) (Figura 20). Esses meios
permitem a quantificacdo presuntiva de Streptococcus spp. (apds exame de
confirmagéao por Gram), Staphylococcus spp. e Candida spp., respectivamente.
Placas contendo meios para quantificagdo de bactérias foram incubadas a 37 °C
(Orion-502, Fanem, S&o Paulo, Brasil) e placas com meios para leveduras foram
incubadas a 28 °C. As incubacdes foram conduzidas por 72 horas, em atmosfera

normoxica.

14
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—Chromocult

~Agar Manitol Salgado

o —-Agar Sabouraud Dextrose

Figura 20: Meios de cultura seletivos e diferenciais inoculados
Decorridos os tempos de incubagao, a carga microbiana especifica das
proteses foi determinada por contagem do numero de colénias crescidas que
apresentavam fendtipos indicativos dos géneros (UFC = unidades formadoras de
colénias), seguida da corregdo com fatores de diluicdo. A densidade microbiana
especifica foi obtida se dividindo os valores numéricos das UFC pelas areas das

proteses (cm?).

Estimativa da biomassa de biofilme pelo ensaio de reducdo do MTT

As suspensdes sonicadas foram centrifugadas a 4500 xg (BE-4004, Bioeng,
Curitiba), por 10 minutos. Os sobrenadantes foram removidos e foram adicionados
1,5 mL de agua estéril (Figura 21). Apds ressuspensado e transferéncia para
microtubos, as suspensbes foram centrifugadas a 10.000 xg (Eppendorf,

Hamburgo, Alemanha), por um minuto. Apds remocgao do sobrenadante, foram

9

Sobrenadante removido

i

[
L

10 minutos + 1,5 mL dgua estéril

15
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acrescentados 500 pyL de MTT 1 mg/mL e os microtubos foram incubados a 37 °C,
por trés horas. A cada hora, os microtubos foram agitados em vortex a 1500 RPM,
por 30 segundos (Figura 22). Ao término da incubagéao, foram acrescentados 500
ML de agua destilada aos microtubos, que foram agitados e novamente
centrifugados por trés minutos. Os sobrenadantes foram removidos e foram
acrescentados 200 yL de alcool isopropilico aos sedimentos. Apos agitagéo, por
30 segundos, os conteudos foram separados a 10.000 xg, por um minuto (Figura
23). Aliquotas de 100 pL dos sobrenadantes foram recolhidas e transferidas para
pocos de placas de leitura de fundo chato. As densidades 6pticas da formazana
formada foram medidas em leitora TP-Reader (Thermoplate) a 540 nm. Os valores
de densidade Optica foram divididos pelas areas das respectivas proteses. Os

resultados finais foram expressos como ODsa40/cm? (Figura 24).

Figura 21: Esquema da centrifugagéo inicial

Remocao sobrenadante + 500pL MTT 1mg/mL7

~ |l
$

Incubados a 37°C por 3 horas - agitados a cada hora no vortex

Apds incubacao
* 500pL de agua destilada

30 segundos

Remocao sobrenadante

+ 200pL alcool isopropilico 1 minuto

¥

Figura 23: Esquema da preparacéo para o teste do MTT
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m) 0D,,,/cm?

Figura 24: Esquema representando a leitura do teste do MTT

Tanto a quantificagdo da carga microbiana especifica, quanto a estimativa
de biomassa pelo ensaio de redugdo do MTT, foram conduzidas por um
pesquisador (A.P.S.) cegado em relagdo aos tratamentos experimentais

conduzidos.

Analise estatistica

As analises foram conduzidas com o Statistical Package for the Social
Science 24.0 (SPSS Inc). Os resultados foram analisados quanto a normalidade
pelos testes de Kolmogorov-Smirnov com correlagédo de significancia de Lilliefors
e de Shapiro-Wilk. As comparagbes agrupadas segundo “método de limpeza”
foram feitas pelo teste U de Mann-Whitney. A analise de efeitos entre grupos foi
feita pelo teste de Kruskal-Wallis, e a comparagao post-hoc entre os grupos foi feita
pelo teste de Dunn. As comparacodes entre “baseline” e “tratamento” foram feitas
pelo teste de postos assinados por Wilcoxon. Todos os testes foram conduzidos

com nivel de significancia de 5%.

Resultados

O teste de Mann-Whitney revelou diferenca significativa entre os métodos
de limpeza para a variagdo da biomassa de biofilme no baseline (p<0.05). O teste
de Wilcoxon mostrou que somente o método de limpeza do ultrassom reduziu
estatisticamente os valores da biomassa de biofilme do baseline para o tratamento
(p<0.05) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Médias e desvios padrdo para massa de biofilme (expressas como ODssocm?) por
microrganismos, de acordo com os métodos de limpeza no baseline e no tratamento.

Baseline Tratamento
Escovacao 21.43 (25.27) Aa 16.27 (17.91) Aa p=0.084
Ultrassom 31.96 (17.89) Ba 9.42 (8.89) Ab p=0.000
p=0.024 p=0.209

Letras maisculas nas linhas comparam métodos. Letras mindsculas nas colunas comparam
baseline e tratamento.

A comparacgao entre os métodos escovagéo e ultrassom (teste U de Mann-
Whitney) antes e depois dos métodos de limpeza (teste de Wilcoxon) para carga
especifica de Streptococcus spp., Staphylococcus spp. and Candida spp. e estéo
representados na Tabela 2. Escovagdo e ultrassom mostraram diferentes
contagens para Streptococcus spp. no baseline (p<0,05). Diferencas antes e
depois dos métodos foram detectadas para escovagdo na contagem de

Streptococcus spp. e para ultrassom em todos 0s microrganismos.

Tabela 2. Médias e desvio padrao para carga especifica de microrganismos Streptococcus spp.,
Staphylococcus spp. e Candida spp. (log10-UFC/cm?) de acordo com os métodos de higiene e instituigio.

Método de limpeza Baseline Tratamento
Escovacao 2.49 (1.15) Aa 1.82 (1.42) Ab p=0.003
Streptococcus spp.
Ultrassom 3.18 (0.71) Ba 1.82 (1.29) Ab p=0.000
p=0.002 p=0.911
Escovacgao 1.52 (1.30) Aa 1.25(1.17) Aa p=0.186
Staphylococcus spp.
Ultrassom 1.81 (1.28) Aa 1.02 (1.16) Ab p=0.000
p=0.287 p=0.452
Escovacgao 2.26 (1.60) Aa 2.08 (1.44) Aa p=0.136
Candida spp.
Ultrassom 2.39 (1.46) Aa 1.82 (1.54) Ab p=0.000
p=0.834 p=0.524

Letras maiusculas nas linhas comparam métodos para cada microrganismo. Letras minusculas nas
colunas comparam baseline e tratamento para cada método de limpeza e microrganismo.

Discussao

No presente estudo, o ultrassom reduziu significativamente o nivel da
biomassa de biofilme, do tempo baseline para o tratamento, rejeitando a primeira
hipotese nula. Nos métodos de quantificagdo da carga microbiana especifica, tanto

escovagao quanto ultrassom foram capazes de reduzir os Streptococcus spp.,

18



0o N o o0 A WO DN -

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

porém soO o ultrassom foi capaz de reduzir Candida spp. e Staphylococcus spp.,
rejeitando a segunda hipotese nula. Como houve diferengas entre baseline e
tratamento, a terceira hipotese nula também foi rejeitada.

A higienizagao das proteses totais com acido acético a 4,2% e clorexidina
dois dias antes da coleta “baseline”’(29) teve como objetivo normalizar a carga
microbiana das mesmas. Apesar disso, 0 grupo escovagao diferiu do grupo
ultrassom no “baseline” para a biomassa de biofilme e para carga de Streptococcus
spp. Entretanto, ndo existem padrdes universais de valores normais de biomassa
para biofilmes dentais em préteses totais, enquanto que para Streptococcus spp.,
as diferencas entre os valores médios de carga celular (maxima diferenca de 1,35
log10) devem representar a variabilidade normal (fluxo salivar, capacidade tampéao
da saliva, rugosidade da prétese total, microbiota individual) de contagens entre
diferentes sujeitos.

Com relacao a biomassa de biofilme no tratamento, ndo ha diferencas entre
a escovagao e o ultrassom, fato que esta de acordo com a literatura (22,29). Porém,
quando se compara a capacidade de reducdo da biomassa do “baseline” para o
tratamento, apenas o ultrassom tem essa capacidade. Alguns estudos também
mostram maior efetividade do ultrassom, porém quando o mesmo € associado a
tabletes efervescentes(21,22). Apdés o tratamento, ambos os métodos ou
mantiveram os niveis baseline para biomassa de biofilme (supostamente reduzidos
pela higienizacdo prévia com clorexidina antes do experimento) ou reduziram
esses niveis com significancia estatistica.

Quanto ao efeito dos métodos de higienizacdo na contagem de
microrganismos Streptococcus ssp. foram aqueles que apresentaram redugéo
estatisticamente significante de contagens na comparacgéao “baseline” e tratamento.
Esta reducao também aconteceu no estudo de Andrade IM et al(28) (2011), porém
neste utilizaram a imersdo em ultrassom associada a tabletes efervescentes. Ja as
contagens de Staphylococcus spp. e Candida spp. foram reduzidas apenas no
método ultrassom. Nishi Y et al(21) (2014), também relatam diminuigdo nos niveis
de Candida spp. com o uso do ultrassom, porém ha associacdo com tabletes
efervescentes. Ja para Duyck et al (29) (2016) e Andrade IM et al (28) (2011) n&o
houve redugdo de Candida spp. nem nos grupos escovagao ou ultrassom
associados a tabletes efervescentes ou nao. Importante citar que no presente

estudo os niveis de contagem de Staphylococcus spp. e Candida spp. apds o
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tratamento ndo se elevaram em nenhum grupo, apenas mantiveram os niveis
“baseline”.

Microrganismos ubiquos, como Candida spp., ocorrem tanto em pacientes
saudaveis como naqueles apresentando estomatite protética. Particularmente, a
Candida albicans é encontrada em proteses de pacientes apresentando alteragcdes
patologicas(9,14). Estudos relataram a dificuldade na redugdo dos niveis desse
fungo, importante fator etiolégico da estomatite protética, no biofilme multi-espécies
das proéteses totais, mesmo quando técnicas mecéanicas de higienizagdo séo
associadas a tabletes efervescentes(28,31,32).

Foi sugerido que o Streptococcus spp do biofilme de préteses totais criam
uma barreira de glucano que poderia limitar a exposi¢céo de outras espécies, entre
elas, Candida spp., aos métodos quimicos de limpeza(32). As maiores redugdes
das contagens de Candida spp. foram encontradas quando solugdes bactericidas
e/ou fungicidas foram associadas ao ultrassom(33). Baseado nessas premissas,
€ possivel propor que uma associagao poderia ser eficaz, pois a limpeza com o
ultrassom é capaz de desestabilizar as camadas superficiais do biofilme da protese
total, que contém glucanos produzidos por Streptococcus spp. Essa disruptura
exporia as Candida spp. que se encontram nas camadas mais profundas do
biofilme, a agcao de produtos quimicos(32—-34).

Os Staphylococcus spp. estdo ligados a pneumonia que acomete muitos
idosos residentes de ILPIs (6) e no presente estudo apenas o método de ultrassom
foi capaz de reduzir significativamente a concentragdo destes microrganismos na
préteses totais.

Estudos que avaliam os métodos de limpeza adotados por usuarios de
préteses totais indicam a escovacgéo e o uso de agua e dentifricio como os mais
comuns(7,16,19). A vantagem do ultrassom frente a escovagao reside no fato de
muitos pacientes geriatricos que usam proéteses totais apresentarem dificuldade
motora para escovar suas proéteses totais(21). A limpeza ultrassdnica de préteses
nao é uma técnica comumente empregada na higiene de préteses em ILPlIs,
provavelmente, devido a falta de informacédo por parte dos cuidadores e dos
internos. No entanto, essa modalidade de limpeza pode ser eficaz em um ambiente
institucional que ofereca cuidados a idosos com deficiéncia fisica ou
cognitiva(21,35,36). A adogao do banho de ultrassom por ILPIs se justifica por ser

uma técnica cuja eficacia € pouco sensivel a quantidade de cuidadores

20



0o N o o0 A WO DN -

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

28
29

30
31
32

responsaveis pela higienizacdo de proéteses totais, diferente do que se observa
com o método de escovacdo. Apesar do uso do ultrassom requerer um treinamento
dos cuidadores de idosos, a facil operagdo do mesmo n&o desencoraja seu uso.
Outras vantagens do banho de ultrassom incluem a redugéo do risco de infec¢ao
ocupacional (pela reducéo do contato dos cuidadores com as proteses) a eficacia
do método e a possibilidade de higienizar mais de uma protese no mesmo periodo
de tempo.

O emprego de detergente doméstico como adjuvante de limpeza se justifica
por sua comprovada acao emulsificante, que desestrutura biofilmes. Some-se a
isso, o fato de que a limpeza por ultrassom é mais eficaz na presenga de um agente
quimico com tais caracteristicas(17,28). Além disso, o detergente solubiliza
proteinas e consequente reduz a adesao microbiana na superficie das préteses
totais(23,37). Sua vantagem frente aos tabletes é centrada na nao-abrasividade,
baixo custo e facilidade de acesso(38).

A opcgao pela estimativa de biomassa de biofilme pelo ensaio de redugéo do
MTT se mostrou acertada, pois € um recurso amplamente utilizado em varias
areas(39,40), porém de uso novo em odontologia, ja tendo sido aplicado em e que
em quantificacdes de conteudo microbiano recobrindo materiais dentarios(41). O
método de escores pos-retencao diferencial de corantes por biofilme, apesar de
frequentemente citado na literatura(18,22,42,43), se mostra limitado e pouco
preciso(29). A Reacgao da Polimerase em Cadeia (PCR) é outro teste também
amplamente utilizado na avaliagao do biofilme de préteses totais(29,44,45), com
altos custos. Este ndo discrimina células vivas de células mortas, uma vez que é
baseado na amplificagdo indistinta de segmentos de DNA, o que pode contribuir
para uma estimativa equivocada da carga microbiana (29). Por sua vez, a
estimativa de biomassa microbiana pela quantificagdo de formazana formada na

reducédo do MTT €& mais fidedigna na estimativa da carga de células vivas(40).

Conclusao

Apods o tratamento, somente o método de ultrassom foi capaz de reduzir
significativamente os valores da biomassa de biofilme e as contagens de Candida

spp., Streptococcus spp. € Staphylococcus spp. Sendo assim, o banho de
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ultrassom demonstrou ser um meétodo alternativo viavel para a higienizagao

mecanica de préteses totais em ILPIs.
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Abstract

Introduction: The elaboration of a practical and efficient protocol for the cleaninng
of complete dentures in long-term care institutions (LTCls) for the elderly is
extremely important for the prevention of prosthetic stomatitis and related systemic
diseases. Objective: To compare the efficacy of the ultrasound bath and the
traditional brushing in the cleaning of complete dentures of patients admitted in
LTCls. Materials and Methods: A randomized crossover clinical study was
conducted with 17 elderly users of complete dentures of institutionalized elderly.
The cleaning protocols were brushing and ultrasonic bath, both applied with liquid
neutral detergent. Biofilm biomass was estimated by the reduction test of 3- (4,5-
dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) and the specific
microbiological load (CFU) for Streptococcus spp., Staphylococcus spp., and
Candida spp. was quantified by selective and differential culture. The statistical
tests used were Mann-Whitney U test and Wilcoxon signed test (a = 5%). Results:
Only the ultrasound method statistically reduced the baseline for treatment to
biofilm biomass (MTT). The counts of Streptococcus spp. were reduced by the two
methods of hygiene. However, Staphylococcus spp. and Candida spp. were only
reduced by the ultrasound method. Conclusions: The ultrasonic bath proved to be
a viable alternative method for the mechanical cleaning of complete dentures in
LTCls.

Keywords: Complete dentures. Biofilm. Long term care institution. Ultrasound
bath. Brushing.
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Introduction

Users of complete dentures admitted to long-term care institutions (LTCls)
may be unable to maintain hygiene of their dentures (1-3) because of illness,
dementia, or poor motor coordination, making them dependent on caregiver support
(4). Although these professionals consider oral hygiene to be important, some
barriers make it difficult to perform oral hygiene in institutionalized patients, because
of as patient refusal behavior, lack of time and work overload (5).

The systemic spread of microorganisms from oral infections associated with
biofilm accumulation in complete dentures may lead to systemic conditions of great
concern, such as infective endocarditis, aspiration pneumonia and chronic
obstructive pulmonary disease, especially in elderly dependent patients (6-8). Thus,
it is clear that the hygiene of the complete prostheses for biofilm control is vital to
reduce the risk of such diseases (7).

Oral candidiasis, in the form of prosthetic stomatitis, affects approximately
65% of patients who use complete dentures and is generally associated with poor
oral hygiene (11). The condition can be aggravated by trauma, continuous use of
the prosthesis, allergic reaction to the material of the prosthesis and its cleaning
products, hyposalivation, inadequate diet and use of antibiotics (12,13). Candida
albicans is the main etiological agent of the condition, together with other
pathogenic and opportunistic microorganisms, such as Streptococcus spp.,
Staphylococcus spp. and Lactobacillus spp. (14-16).

Cleaning of complete dentures can be carried out chemical agents
(hypochlorite, peroxide, enzyme, mouthwashe) and physical methods (brushing,
sonic and ultrasonic vibration) (9,10). Chemical disinfection is more effective when
associated with a mechanical control of the biofilm on the prostheses surface
(21,22). Brushing with or without soap, toothpaste or abrasives is the most
commonly reported method for cleaning complete dentures (7,10,17). Ultrasound
bathing has been shown to be a viable method of cleaning, especially for cognitively
impaired and physically impaired inmates (18-20). It is suggested that this method
be associated to a cleaning solution that is effective in the removal of biofilm,
besides being easy to access and low cost (17). An ideal cleaning agent for
complete dentures should remove organic and inorganic matter, be non-toxic, be

inexpensive and easy to handle, and reduce biofilm (21).
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A considerable variety of chemicals for cleaning dentures is available
(23,24). However, the difficulty of acquisition and correct handling limits its adoption
in LTCls (20). The use of ordinary cleansers is an option to consider given its ease
of acquisition and effectiveness in meeting the needs of patients with complete
dentures (25).

The main objective of the present study was to evaluate the efficacy of the
ultrasound bath in the cleaning of complete dentures of patients hospitalized in
LTCls compared to traditional brushing. The specific objective was to determine the
efficacy of the hygiene methods (brushing and ultrasound) from the biofilm biomass
and the cell estimation by basal area of the complete denture before and after the
application of the same. The null hypotheses of the study were that: 1) There will
be no difference between the two methods of cleaning of the complete dentures for
the biofilm biomass variable; 2) There will be no difference between the two
methods of hygiene of complete dentures for the specific microbial load; 3) There

will be no difference between baseline and treatment for the all variables studied.

Materials and methods
The present study was registered in the REBEC (RBR-3jj84f) and approved
by the Institutional Ethics Committee (Protocol number 2,225,015).

Sample selection

The sample consisted of individuals selected from the residents of two LTClIs
located in the metropolitan region of the city of Curitiba (Parana, Brazil). The
principal investigator previously evaluated the complete dentures of the
institutionalized individuals. Inclusion criteria were 60 years of age or older, fully
dependent, complete edentulism, and use of a conventional upper complete
denture in acrylic resin for at least one year. Exclusion criteria were use of
conventional fractured, repaired or relapsed upper complete dentures, being in use
or having used antibiotics, antifungals or steroids for a period of three months prior
to the survey, using denture adhesives, being a smoker, have prosthetic stomatitis
and complete dentures with accumulation of calculus.

A sample size calculation for a non-inferiority trial with no difference between
one treatment (ultrasound) for another (brushing) indicated a sample size of 13

patients for a power of 80% (26).
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The CONSORT flowchart (27) is presented in Figure 1. The institutions and
their interns were invited to participate in the research after presenting the risks,
benefits and objectives of the present study. The final sample consisted of 17
individuals (4 men and 13 women) with a mean age of 72.5 years (range 62-86

years). The legally responsible person was contacted and clarifications were made
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on the research and they signed the informed consent form.
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Figure 1. CONSORT Fluxogram.




0o N o o0 A WO DN -

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

31

Study design and methods of complete denture cleaning

This study is a cross-sectional, randomized, double-blind trial. All of the
complete dentures were exposed to the two interventions, for five days each.

Manual brushing with neutral detergent: Brushing once a day at a fixed
time for two minutes (20) for five days, using a soft denture cleaning brush
(Twister, Colgate, Sdo Bernardo do Campo, S&o Paulo, Brazil) with neutral
detergent without glycerin (Ypé, Goiania, Goias, Brazil).

Ultrasonic bath with neutral detergent solution: Immersion once a day at
a fixed time for 15 minutes for five days in a solution containing 100 mL of water
and one drop of neutral dishwashing detergent (Ypé, Goiania, Goias, Brazil).
The prostheses were individually inserted into identified and capped glass
recipients containing 100ml of tap water, which were subjected to ultrasonic
vibration (Cristofoli, Campo Mourao, Parana, Brazil) at 160 watts once daily at
a fixed time for 15 minutes (19,28) for five days. The complete dentures were
then rinsed in tap water and returned to the participant.

The randomization was done by lottery by one of the researchers (R.N.R.)
using cards that contained the methods to be searched. During the experimental
phase, a poster was fixed with the sequence of randomized hygiene of the
prostheses of each individual and a daily checklist in the bed of each patient.
On the walls of the bathrooms, posters were fixed so that the hygiene of the
complete dentures was not performed by anyone other than the previously
trained caregiver.

Before the beginning of the research, the upper complete dentures of
each participant were molded in alginate (Jeltrate, Dentsply, Petropolis, Rio de
Janeiro, Brazil) (Figure 2) and replicated in opaque acrylic resin (Jet, Classico,
Campo Limpo Paulista, Sao Paulo, Brazil) (Figure 3). The replicas were
scanned by a dental scanner (Ceramill map400, Amann Girrbach, Koblach,
Austria) (Figure 4) and the images obtained were analyzed using the Solid Edge
program v.20 (Siemens PLM, Plano, USA, 2007) (Figure 5) to calculate the total

area of the prosthesis (cm?).
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Figure 2: Denture molds

Figure 3: Denture replica painted for scanning
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Figure 4: Dental scanner (Ceramill map400, Amann Girrbach, Koblach, Austria)
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Figure 5: Solid Edge Program v.20 (Siemens PLM, Plano, USA, 2007)

In order to standardize the baseline cleaning for all complete dentures,
they were immersed in vinegar (4.2% acetic acid) for 10 minutes (Figure 6) and
then brushed with 2% chlorhexidine digluconate paste (Maquira, Maringa,
Parana, Brazil) for two minutes (29) (Figure 7).

If the patient had a lower complete denture, it also went through the process
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described for the total upper complete denture. The prostheses were washed
with running water and delivered to participants. They used the prostheses
normally for two days (29). Them and they were cleaned by brushing once daily

with soap and water, as was the constancy of long-term care institutions.

Figure 6: Prosthesis immersed in 4.2% Figure 7: Prostheses brushed with chlorhexidine

acetic acid solution digluconate paste 2%

After that period, possible dietary residues were eliminated from an
indirect swirl of tap water into a plastic pot of 500 mL volume containing a
prosthesis every 30 seconds (Figure 8). Subsequently, the complete denture
were immersed 100 mL of sterile saline solution (Figure 9). The assemblies
were taken to the ultrasonic bath for 15 minutes (Figure 10) and the suspensions

obtained were considered baseline in the microbiological analyzes.

Figure 8: Indirect water swirl to eliminate possible debris from dentures
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Figure 9: Dentures immersed in 100 mL of saline solution

After this collection, the prostheses were again disinfected by immersion in
0.12% chlorhexidine digluconate (Colgate, Sdo Bernardo do Campo, Sédo Paulo,
Braasil) for 15 minutes (Figure 11), followed by brushing with 2% chlorhexidine gel
(Maquira, Maringa, Parana, Brasil) for 2 minutes (Figure 12) and returned to the

participants, which were exposed to the experimental treatments.
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Figure 11: Immersion prosthesis in 0.12% Figure 12: Prostheses brushed with chlorhexidine

chlorhexidine digluconate for 15 minutes.  gel 2% for 2 minutes.

Each of the methods of hygiene, brushing (Figure 13) and ultrasound (Figure

14), was conducted for five consecutive days.

Figure 13: Prostheses submitted to the brushing Figure 14: Prostheses submitted to the

method ultrasound method
After the application of each of the techniques, the prostheses were kept

in sterilized vials identified containing 100 mL of saline solution (Figure 15). The

sets were taken to the ultrasonic bath for 15 minutes (Figure 16) and the
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suspensions obtained were considered "treatments" in the microbiological

analyzes.

Figure 15: Protheses immersed in 100 ml of Figure 16: Prostheses immersed in saline being

saline solution. sonicated for 15 minutes

Following this, a one week washout period was performed, in which the
complete dentures were brushed once daily with soap, as was the practice of LTCls.
After the wash out, the prostheses were again disinfected by immersion in
chlorhexidine digluconate 0.12% digluconate (Colgate, Sdo Bernardo do Campo,
Sao Paulo, Braasil) for 15 minutes and brushing with 2% chlorhexidine gel
(Maquira, Maringa, Parana, Brasil) for 2 minutes and returned to the participants.
The crossing then occurred and the methods were reapplied as described above.

The "baseline" and "treatment" suspensions were again sonicated in
ultrasonic bath (model 2840D, Odontobras, Ribeirdo Preto, S&o Paulo, Brazil)

(Figure 17) for 20 minutes for maximum biofilm inhibition.

-

Mas (irsnen

R ———
.
T )

Figure 17: Ultrasonic bath, 2840D (Odontobras, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brazil)
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Aliquots of 500 uL were collected for quantification of specific microbial
load. The remainder was used for biomass estimation by the reduction test of
3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT; Sigma-
Aldrich, Saint Louis, Mis souri, USA) (30) (Figure 18).

500 pL - £
quantification of Remaining - MTT
the specific
microbial load

Figure 18: Initial Dilution Scheme

Quantification of the specific microbial load

The dilution protocol was then determined after a pilot study with a
complete denture from one participant. Aliquots of 500 uL of the suspensions
were combined with 500 pL of distilled water and vortexed (model APS56,
Phoenix, Araraquara, Sao Paulo, Brazil) at 1500 RPM for 30 seconds. Aliquots
of 100 puL were taken combined with 900 uL of distilled water and vortexed at
1500 RPM for 30 seconds (Figure 19).

500pL 100pL
suspension suspension
S8 - -

500uL _— 900pL
distilled - distilled
water e water

-

Dilution 1 T —_— Dilution 2

Figure 19: Dilution scheme
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Aliquots of 100 pl from the above diluted suspensions were plated in
selective and differential culture media Chromocult (Merck, Germany), Manitol
Salgado Agar (NewProv, Pinhais, Brazil) and Sabouraud Agar Dextrose
(NewProv, Pinhais, Brazil) (Figure 20). These media allow the presumptive
quantification of Streptococcus spp. (after confirmation by Gram),
Staphylococcus spp. and Candida spp., respectively. Plates containing media
for quantification of bacteria were incubated at 37 ° C (Orion-502, Fanem, Sao
Paulo, Brazil) and plates with yeast media were incubated at 28 ° C. Incubations

were conducted for 72 hours in a normoxic atmosphere.

o == — Chromocult

— Salted Manitol Agar

— Agar Sabouraud Dextrose

Figure 20: Selective and differential inoculated culture media

After the incubation times, the specific microbial load of the prostheses was
determined by counting the number of colonies grown with genotype indicative
phenotypes (CFU = colony forming units), followed by correction with dilution
factors. The specific microbial density was obtained by dividing the numerical

values of the CFU by the areas of the prostheses (cm2).
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Estimation of biofilm biomass by MTT reduction assay

Sonicated suspensions were centrifuged at 4500 x g (BE-4004, Bioeng,
Curitiba) for 10 minutes. The supernatant was removed and 1.5 mL of sterile water
was added (Figure 21). After resuspension and transfer to microtubes, the
suspensions were centrifuged at 10,000 x g (Eppendorf, Hamburg, Germany) for
one minute. After removal of the supernatant, 500 pyL of 1 mg/ mL MTT was added
and the microtubes incubated at 37 ° C for three hours. At each hour, the microtubes
were vortexed at 1500 RPM, for 30 seconds (Figure 22). At the end of the
incubation, 500 uL of distilled water was added to the microtubes, which were
agitated and centrifuged again for three minutes. The supernatant was removed
and 200 pl of isopropyl alcohol was added to the pellets. After stirring for 30
seconds, the content was separated at 10,000 x g for one minute (Figure 23).
Aliquots of 100 pL of the supernatants were collected and transferred to wells of flat
bottom reading plates. The optical densities of the formed formazan were measured
in TP-Reader (Thermoplate) at 540 nm. The values of optical density were divided
by the areas of the respective prostheses. Final results were expressed as OD540
/ cm? (Figure 24).

.

Supernadant removed

+ 1,5 mL agua esteéril

Figure 21: Schematic of the initial centrifugation
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Figure 24:

Schematic depicting MTT test reading



Both the quantification of the specific microbial load and the biomass
estimation by the MTT reduction assay were conducted by a blinded investigator

(A.P.S.) in relation to the experimental treatments conducted.

Statistical analysis

The analyzes were conducted with the Statistical Package for Social
Science 24.0 (SPSS Inc). The results were analyzed for normality by the
Kolmogorov-Smirnov tests with correlation of significance of Lilliefors and
Shapiro-Wilk. The pooled comparisons according to the "cleaning method" were
made by the Mann-Whitney U-test. The analysis of effects between groups was
performed by the Kruskal-Wallis test, and the post-hoc comparison between
groups was analysed by the Dunn test. The comparisons between "baseline" and
"treatment" were made by Wilcoxon signed test. All tests were conducted with a

significance level of 5%.

Results

The Mann-Whitney test revealed a significant difference between the
cleaning methods for baseline biofilm biomass variation (p <0.05). The Wilcoxon
test showed that only the ultrasound cleaning method statistically reduced

baseline biofilm biomass values for treatment (p <0.05) (Table 1).

Table 1 - Means and standard deviations for biofilm mass (expressed as OD540 / cm2) by
microorganisms, according to baseline and treatment methods.

Baseline Treatment
Brushing 21.43 (25.27) Aa 16.27 (17.91) Aa p=0.084
Ultrasound 31.96 (17.89) Ba 9.42 (8.89) Ab p=0.000
p=0.024 p=0.209

Uppercase letters in the lines compare methods. Lowercase letters in columns compare

baseline and treatment.

The comparison between the brushing and ultrasound methods (Mann-
Whitney U test) before and after the cleaning methods (Wilcoxon test) for specific
loading of Streptococcus spp., Staphylococcus spp. and Candida spp. and are
shown in Table 2. Brushing and ultrasound showed different counts for
Streptococcus spp. in the baseline (p <0.05). Differences before and after the
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methods were detected for brushing in the Streptococcus spp. and for ultrasound

in all microorganisms.

Table 2. Means and standard deviation for specific loading of microorganisms Streptococcus spp.,
Staphylococcus spp. and Candida spp. (log10-CFU/cm?) according to the methods of hygiene and institution.

Cleaning method Baseline Treatment
Brushing 2.49 (1.15) Aa 1.82 (1.42) Ab p=0.003
Streptococcus spp.
Ultrasound 3.18 (0.71) Ba 1.82 (1.29) Ab p=0.000
p=0.002 p=0.911
Brushing 1.52 (1.30) Aa 1.25 (1.17) Aa p=0.186
Staphylococcus spp.
Ultrasound 1.81 (1.28) Aa 1.02 (1.16) Ab p=0.000
p=0.287 p=0.452
Brushing 2.26 (1.60) Aa 2.08 (1.44) Aa p=0.136
Candida spp.
Ultrasound 2.39 (1.46) Aa 1.82 (1.54) Ab p=0.000

p=0.834

p=0.524

Capital letters in the lines compare methods for each microorganism. Lower case letters in the

columns compare baseline and treatment for each cleaning method and microorganism.

Discussion

On the present study, ultrasound significantly reduced the biofilm biomass
level, from baseline to treatment, rejecting the first null hypothesis. In methods of
quantification of specific microbial load, both brushing and ultrasound were able
to reduce Streptococcus spp., but only the ultrasound was able to reduce
Candida spp. and Staphylococcus spp., rejecting the second null hypothesis. As
there were differences between baseline and treatment, the third null hypothesis
was also rejected.

The cleansing method of the complete denture with 4.2% acetic acid and
chlorhexidine two days before the baseline collection (29) had the objective of
normalizing the microbial load of the same. Despite this, the brushing group
differed from the ultrasound group in the baseline for biofilm biomass and for
Streptococcus spp. However, there are no universal standards of normal biomass
values for dental biofilms in complete dentures, whereas for Streptococcus spp.,
The differences between the mean values of cell loading (maximum difference of
1.35 log10) should represent normal salivary, saliva buffer capacity, prosthesis

roughness, individual microbiota) of counts among different subjects.
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Regarding biofilm biomass, at the end of the experimental phase, there
were no differences between brushing and ultrasound, which is in agreement
with the literature (20,29). However, when comparing the biomass reduction
capacity from the baseline to the treatment, only ultrasound has this capability.
Some studies also show greater effectiveness of the ultrasound, but when it is
associated with effervescent tablets (19,20). After treatment, both methods either
maintained baseline levels for biofilm biomass (reportedly reduced by prior
chlorhexidine immersion prior to the experiment) or reduced those levels with
statistical significance.

Regarding the effect of cleaning methods on the count of microorganisms
Streptococcus ssp. were those that presented a statistically significant reduction
of baseline and treatment scores. This reduction also occurred in the study by
Andrade IM et al (28) (2011), but in this study they used ultrasound immersion
associated with effervescent tablets. The counts of Staphylococcus spp. and
Candida spp. were reduced only in the ultrasound method. Nishi Y et al (19)
(2014) also report a decrease in Candida spp. with the use of ultrasound, but
there is an association with effervescent tablets. However, for Duyck et al (29)
(2016) and Andrade IM et al (28) (2011) there was no reduction of Candida spp.
nor in the brushing or ultrasound groups associated with effervescent tablets or
not. It is important to mention that in the present study the levels of
Staphylococcus spp. and Candida spp. after treatment did not increase in any
group, they only maintained baseline levels.

Ubiquitous microorganisms, such as Candida spp., Occur in both healthy
and prosthetic stomatitis participants. Particularly, Candida albicans is found in
prostheses of participants presenting pathological alterations (11,16). Studies
have reported the difficulty in reducing the levels of this fungus, an important
etiological factor of prosthetic stomatitis, in the multi-species biofilm of the
complete dentures, even when mechanical hygienization techniques are
associated with effervescent tablets (28,31,32).

It has been suggested that Streptococcus spp from complete dentures
biofilm creates a glucan barrier that could limit the exposure of other species,
including Candida spp., To chemical cleaning methods (32). The largest

reductions in Candida spp. were found when bactericidal and / or fungicidal
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solutions were associated with ultrasound (33). Based on these premises, it is
possible to assume that an association could be effective, since cleaning with the
ultrasound is capable of destabilizing the superficial layers of the biofilm of the
denture, which contains glucans produced by Streptococcus spp. This disruption
would expose Candida spp. which are found in the deeper layers of the biofilm,
to the action of chemicals (32-34).

Staphylococcus spp. are linked to pneumonia that affects many elderly
residents of ILPIs (6) and in the present study only the ultrasound method was
able to significantly reduce the concentration of these microorganisms in the total
dentures.

Studies evaluating the cleaning methods adopted by users of complete
dentures indicate brushing and the use of water and toothpaste as the most
common used method (7,10,17). The advantage of ultrasound versus brushing is
that many geriatric participants who use full dentures have motor difficulties to
brush their dentures (19). Ultrasonic cleaning of prostheses is not a commonly
used technique for cleaning denture in LTCIs, probably due to lack of information
from caregivers and inmates. However, this cleaning modality can be effective in
an institutional environment that provides care for the elderly with physical or
cognitive deficits (19,35,36). The adoption of the ultrasound bath by LTCIs is
justified because it is a technique whose effectiveness is not very sensitive to the
amount of caregivers responsible for the hygiene of complete dentures, different
from that observed with the brushing method. Although the use of ultrasound
requires the training of caregivers of the elderly, its easy operation does not
discourage its use. Other advantages of the ultrasound bath include the reduction
of the risk of occupational infection (by reducing the contact of the caregivers with
the prostheses). The effectiveness of the method and the possibility of cleansing
more than one prosthesis at the same time.

The use of household detergent as a cleaning method is justified by its
proven emulsifying action, which degrades biofilms. Besides, ultrasonic cleaning
is more effective in the presence of a chemical agent with such characteristics
(21,28). In addition, the detergent solubilizes proteins and consequently reduces

the microbial adhesion on the surface of the complete dentures (23,37). Its
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advantage over tablets is centered on non-abrasiveness, low cost and ease of
access (38).

The choice of biofilm biomass estimation for the MTT reduction test was
shown to be correct, since it is a widely used method in several areas (39,40) and
is applicable for quantification of microbial contents on dental materials (41). The
method of post-retention differential dye retention by biofilm, although frequently
cited in the literature (20,22,42,43), is limited and not precise (29). The
Polymerase Chain Reaction (PCR) is another widely used test for biofilm
evaluation of complete dentures (29,44,45); but does not discriminate living cells
from dead cells, since it is based on the indistinct amplification of DNA segments,
which may contribute to a mis-estimate of the microbial load (29). In turn, the
estimation of microbial biomass by the quantification of formazana formed in the

reduction of MTT is more reliable in estimating the load of living cells (40).

Conclusion

After treatment, only the ultrasound method was able to significantly
reduce biofilm biomass values and the counts of Candida spp., Streptococcus
spp. and Staphylococcus spp. Thus, the ultrasonic bath proved to be a viable
alternative method for the mechanical cleaning of complete dentures in LTCls.
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TCLE - Termo de consentimento livre e esclarecido

AUTORIZAGAO

Eu, , abaixo assinado, responsavel pela Instituicdo de Longa
Permanéncia de Idosos ,
autorizo a realizacdo do “ENSAIO CLINICO CONTROLADO RANDOMIZADO DE
HIGIENIZACAO DE PROTESES TOTAIS EM PACIENTES
INSTITUCIONALIZADOS” a ser conduzido pelos pesquisadores abaixo
relacionados. Fui informado pelo responsavel do estudo sobre as caracteristicas e
objetivos da pesquisa, bem como das atividades que serdo realizadas na
instituicdo a qual represento.

Declaro ainda ter lido e concordar com o parecer ético emitido pelo CEP da
instituicdo proponente, conhecer e cumprir as Resolugdes Eticas Brasileiras, em
especial a Resolucdo CNS 466/12. Esta instituicido esta ciente de suas
corresponsabilidades como instituicdo coparticipante do presente projeto de
pesquisa e de seu compromisso no resguardo da seguranca e bem-estar dos
sujeitos de pesquisa nela recrutados, dispondo de infraestrutura necessaria para a
garantia de tal seguranca e bem-estar.

Curitiba, de de 2017.

Assinatura e carimbo do responsavel institucional
LISTA NOMINAL DE PESQUISADORES:

Ana Paula Sponchiado
Rodrigo Nunes Rached
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
MAIORES DE 18 ANOS SEM CAPACIDADE DE EXERCER SUAS
FUNGOES LEGAIS

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar do estudo
“ENSAIO CLINICO CONTROLADO RANDOMIZADO DE HIGIENIZACAO DE
PROTESES TOTAIS EM PACIENTES INSTITUCIONALIZADOS’ e que tem como
objetivo avaliar a limpeza de proteses totais de pacientes sob internagdo em
instituicbes de longa permanéncia de idosos em um equipamento de ultrassom
e comparar com a escovagao tradicional, ambas utilizando detergente
liquido neutro. Acreditamos que é muito importante determinar um método eficaz
e pratico para higiene de proteses totais em pacientes sob internacao
em instituicbes de longa permanéncia de idosos, pois ajuda a prevenir algumas

doencas bucais e sistémicas.

PARTICIPACAO NO ESTUDO

A minha participagao no referido estudo sera de fornecer a minha dentadura
para ser limpa uma vez ao dia pelos pesquisadores. A dentadura ficara com os
pesquisadores por no maximo 20 minutos por dia. A pesquisa durara 10 dias, com

uma pausa de uma semana no meio dela.

RISCOS E BENEFICIOS

Fui alertado de que, da pesquisa a se realizar, posso esperar alguns
beneficios, tais como aprimorar a limpeza da minha dentadura contribuindo para
uma saude bucal e geral melhor. Fui informado também que é possivel que eu me
sinta desconfortavel por ficar sem minha dentadura por no maximo 20 minutos por
dia por 10 dias. Dos quais medidas serdao tomadas para a reducido do meu
desconforto, tais como tentar agilizar ao maximo os procedimentos da pesquisa

para me devolver o mais prontamente possivel a minha dentadura.
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SIGILO E PRIVACIDADE

Estou ciente de minha privacidade respeitada, ou seja, meu nome ou
qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma me identificar sera
mantido em sigilo. Os pesquisadores se responsabilizam pela guarda e

confidencialidade dos dados, bem como a nao exposi¢ao dos dados de pesquisa.

AUTONOMIA

E assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como me é
garantido o livre acesso a todas as informagdes e esclarecimentos adicionais sobre
o estudo e suas consequéncias, enfim, tudo o0 que eu queira saber antes, durante
e depois da minha participacdao.Também fui informado de que posso recusar a
participar do meu representado no estudo, ou retirar o consentimento a qualquer
momento, sem precisar justificar, e de, por desejar sair da pesquisa, este nao

sofrera qualquer prejuizo a assisténcia que vem sendo recebida.

RESSARCIMENTO E INDENIZAGAO

No entanto, caso eu tenha qualquer despesa decorrente da participagao na
pesquisa, tais como transporte, alimentacdo entre outros, havera ressarcimento
dos valores gastos em dinheiro.

De igual maneira, caso ocorra algum dano decorrente da minha participagao

no estudo, serei devidamente indenizado, conforme determina a lei.

CONTATO

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sdo Rodrigo Nunes
Rached (professor do Doutorado em Odontologia da PUC-PR) e Ana Paula
Sponchiado (aluna do Doutorado em Odontologia da PUC-PR) e com eles poderei
manter contato pelos telefones 98858-5888 e 99623-3613.
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O Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) é composto por
um grupo de pessoas que estdo trabalhando para garantir que seus direitos como
participante de pesquisa sejam respeitados. Ele tem a obrigacédo de avaliar se a
pesquisa foi planejada e se esta sendo executada de forma ética. Se vocé achar
que a pesquisa nao esta sendo realizada da forma como vocé imaginou ou que
esta sendo prejudicado de alguma forma, vocé pode entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR (CEP) pelo telefone (41)3271-2292 entre

segunda e sexta-feira das 08h00 as 17h30 ou pelo e-mail nep@pucpr.br.

DECLARAGAO

Declaro que li e entendi todas as informagdes presentes neste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido tive a oportunidade de discutir as informacdes
deste termo. Todas as minhas perguntas foram respondidas e eu estou satisfeito
com as respostas. Entendo que receberei uma via assinada e datada deste
documento e que outra via assinada e datada sera arquivada nos pelo pesquisador
responsavel do estudo.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e
compreendido a natureza e o objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre
consentimento em participar, estando totalmente ciente de que ndo ha nenhum

valor econémico, a receber ou a pagar, por minha participacao.

Dados do participante da pesquisa

Nome:
Idade:

Dados do represavel pelo participante da pesquisa

Nome:

Telefone:
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Normas para publicagao

JOURNAL OF APPLIED ORAL SCIENCE - JAOS

1 ESCOPO

O periédico Journal of Applied Oral Science tem como missdo a
divulgacdo dos avancos cientificos e tecnolégicos conquistados pelas
comunidades odontolégica e fonoaudiolégica, respeitando os
indicadores de qualidade, a fim de que seja assegurada a sua
aceitabilidade junto a comunidade de pesquisadores da area em nivel
local, regional, nacional e internacional. Tem como objetivo principal
publicar resultados de pesquisas originais no campo das ciéncias orais,
com énfase em Odontologia, Fonoaudiologia e areas correlatas.

As submissbes de relatos de casos (incluindo séries de casos e
protocolos clinicos) ndo sdo mais aceitos pelo Journal of Applied Oral
Science e 0os manuscritos de revisado (incluindo revisdes sisteméaticas)
sO podem ser submetidos a convite do editor.

Este periddico adota a licenga Creative Commons CC-BY:

“Esta licenca permite que outros distribuam, remixem, adaptem e
criem a partir do seu trabalho, mesmo para fins comerciais, desde que
Ihe atribuam o devido crédito pela criagdo original. E a licenca mais
flexivel de todas as licencas disponiveis. E recomendada para
maximizar a disseminacéo e uso dos materiais licenciados.”

1.1 Custo de publicacao

Nao ha cobranca aos autores para submissdo de manuscritos e nem
mesmo para processamento dos artigos (APC).

2 DAS NORMAS GERAIS

2.1 Os trabalhos enviados para publicagdo devem ser inéditos, nao
sendo permitida a sua submissdo simultanea em outro periddico, seja
este de ambito nacional ou internacional. O Journal of Applied Oral
Science reserva todo o direito autoral dos trabalhos publicados,
inclusive traducao, permitindo, entretanto, a sua posterior reproducao
como transcricdo com devida citacdo de fonte.

2.2 SO serao recebidos para publicacdo, trabalhos redigidos em inglés,
ficando o conteddo dos textos, das citacbes e das referéncias sob
inteira responsabilidade dos autores.

2.3 O Journal of Applied Oral Science tem o direito de submeter todos
0os manuscritos ao Corpo Editorial, o qual esta completamente
autorizado a determinar a conveniéncia de sua aceitacédo, ou devolvé-
los aos autores com sugestdes e modificacbes no texto e/ou para
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adaptacdo as regras editoriais da revista. Neste caso, 0 manuscrito
sera reavaliado pelo Editor-Chefe e Corpo Editorial.

2.4 Os conceitos afirmados nos trabalhos publicados sdo de inteira
responsabilidade dos autores, ndo refletindo obrigatoriamente a
opinido do Editor-Chefe ou Corpo Editorial.

2.5 As datas do recebimento do original e da aceitacdo do artigo
constardo quando da publicacéo.

2.6 O Journal Applied Oral Science é publicado exclusivamente em
formato eletrénico.

3 CRITERIOS DE ARBITRAGEM

3.1 Pré-Andlise: os manuscritos serdo submetidos aos Editores
Associados -Chefes para apreciacdo quanto a adequacédo ao escopo da
revista. Caso 0 manuscrito nao esteja dentro dos parametros
esperados serao rejeitados e devolvidos aos autores.

3.2 Revisado técnica: os trabalhos serdao avaliados quanto ao
cumprimento das normas de publicacdo e documentacéo exigidas na
submissdo dos manuscritos. Em caso de desacordo com as instrucdes
serdo devolvidos aos autores para as devidas adequacbes antes
mesmo de serem submetidos a avaliagdo pelos Editores Associados e
revisores.

3.3 Andlise de mérito e conteudo: os artigos aprovados pelos Editores
Associados serdo avaliados quanto ao mérito e método cientifico por
no minimo dois relatores ad hoc de unidades distintas a de origem do
trabalho, além do Editor-Chefe.

3.3.1 Como parte do processo de avaliacao, todos 0os manuscritos serao
submetidos a analise feita por um software de plagio.

3.3.2 O Editor-Chefe decidira sobre a aceitacao do manuscrito. Quando
necessaria revisao do original, o manuscrito sera devolvido ao autor
correspondente para modificacdo. Uma versao revisada com as
alteracdes efetuadas devera ser re-submetida pelos autores e sera
reavaliada pelo Editor-Chefe, Editores Associados e revisores conforme
a necessidade.

3.4 Apods aprovacgdo quanto ao merito cientifico, os trabalhos serdo
submetidos a revisao final da lingua inglesa, feita por profissional
auténomo indicado pela revista. Nos casos de inadequacéao os trabalhos
serdo encaminhados para os autores para revisao.

3.5 Tanto os avaliadores quanto os autores, durante todo o processo
de tramitacdo dos artigos, ndo sédo identificados pela outra parte.

3.6 Os conceitos emitidos nos trabalhos publicados serdo de
responsabilidade exclusiva dos autores, nao refletindo
obrigatoriamente a opinido do Editor-Chefe ou Corpo Editorial.
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4 DA CORRECAO DAS PROVAS TIPOGRAFICAS

4.1 A prova tipogréfica serd enviada ao autor correspondente por meio
de correio eletrénico em formato PDF para aprovacéo final.

4.2 O autor dispora de um prazo de 48 horas para correc¢ao e devolugédo
do original devidamente revisado, se necessario.

4.3 Apenas pequenas modificacbes, corre¢cdes de ortografia e
verificacdo das ilustracbes serdo aceitas. Modificacfes extensas
implicardo na reapreciacdo pelos assessores e atraso na publicacéo do
trabalho.

4.4 Se nao houver retorno da prova em 48 horas, o Editor-Chefe
considerard como final a versdo sem alteracdes.

4.5 A inclusdo de novos autores ndo é permitida nesta fase do processo
de publicacao.

4.6 E de inteira responsabilidade dos autores verificarem o devido uso
de seus nomes cientificos no manuscrito.

Forma e preparacédo de manuscritos
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1 APRESENTAGCAO DO MANUSCRITO

1.1 Estrutura do manuscrito

1.1.1 Pagina de rosto devera ser submetida como arquivo
suplementar devera conter apenas:

O titulo do manuscrito em inglés.

Os nomes dos autores na ordem direta seguido da
sua afiliacdo institucional. Para autores brasileiros as
afiliacdbes devem vir em portugués, em espanhol
para latino-americanos e em inglés para as demais
nacionalidades.

Endereco completo do autor correspondente, a quem
todas as correspondéncias devem ser enderecadas,
incluindo telefone e endereco de e-mail.

1.1.2 Texto

O artigo devera ser previamente traduzido ou
revisado por empresa ou profissional autbnomo que
assegurem a qualidade do texto. Autores que
tenham a lingua inglesa como nativa deverao
apresentar declaracdo na qual se responsabilizam
pela redacéo.

Titulo do trabalho em inglés;

Resumo estruturado em paragrafo Unico: devera
incluir o maximo de 300 palavras, ressaltando-se no
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texto uma pequena introducéo, objetivo, material e
métodos, resultados e conclusdes.

e Palavras-chave: (correspondem as palavras ou
expressfes que identificam o conteddo do artigo).
Para determinacdo das palavras-chave os autores
deverao consultar a lista de assuntos do MeSh e os
Descritores em Ciéncias da Saude - DeCS. Deve-se
usar ponto final para separar as palavras-chave, que
devem ter a primeira letra da primeira palavra em
letra mailscula. Ex: Dental implants. Fixed
prosthesis. Photoelasticity. Passive fit.

e Introducdo: resumo do raciocinio e a proposta do
estudo, citando somente referéncias pertinentes.
Estabelecer a hipo6tese do trabalho.

e Material e Métodos: o material e os métodos sao
apresentados com detalhes suficientes para permitir
a confirmacdo das observacdes. Incluir cidade,
estado e pais de todos os fabricantes depois da
primeira mencdo dos produtos, reagentes ou
equipamentos. Métodos publicados devem ser
referenciados e discutidos brevemente, exceto se
modificacdes tenham sido feitas. Indicar os métodos
estatisticos utilizados, se aplicavel. Consultar o item
3 para principios éticos e registro de ensaios clinicos.

e Resultados: apresenta os resultados em uma
sequencia légica no texto, com tabelas e ilustracdes.
Nao repetir no texto todos os dados das tabelas e
ilustracdes, enfatizando somente as observacdes
importantes. Utilizar o minimo de tabelas e
ilustracdes possivel.

e Discussado: enfatizar o0s aspectos novos e
importantes do estudo e as conclusfes resultantes.
N&o repetir em detalhes dados ou informacgbes
citadas na introducdo ou resultados. Relatar
observacdes de outros estudos relevantes e apontar
as implicacdes de seus achados e suas limitagdes.

e Conclusao(6es): (quando houver).

e Agradecimentos (quando houver) - agradeca a
pessoas que tenham contribuido de maneira
significativa para o estudo. Especifigue auxilios
financeiros citando o nome da organizacdo de apoio
de fomento e o nimero do processo.

o Referéncias (ver item 2.3)

2 NORMALIZACAO TECNICA

O manuscrito deve ser digitado com: espacejamento de 1,5,
fonte Arial, tamanho 11, 3 cm de margem de cada um dos
lados, papel A4, perfazendo um total de, no maximo, 15
paginas, incluindo ilustraces (graficos, fotografias, tabelas
etc).

2.1 llustracdes e Tabelas

2.1.1 As ilustracdes (fotografias, graficos, desenhos,
quadros etc.), serdo consideradas no texto como figuras,



63

sendo limitadas ao minimo indispensaveis e devem ser
adicionadas em arquivos  separados, numeradas
consecutivamente em algarismos arabicos segundo a ordem
em que aparecem no texto.

2.1.2 As ilustracbes deverao ser encaminhadas em formato
.tiff, ou .jpg, com no minimo 300 dpi de resolugcdo e 10 cm
de largura. Esses arquivos deverao estar separados e nao
inseridos no texto do Word.

2.1.3 As tabelas deverdo ser logicamente organizadas,
numeradas consecutivamente em algarismos ardbicos. A
legenda sera colocada na parte superior das mesmas. As
tabelas deverao ser abertas nas laterais direita e esquerda.
As tabelas deveréo ser enviadas em formato .xls.

2.1.4 As legendas correspondentes deverao ser claras,
concisas e localizadas ao final do trabalho em forma de lista
separada e precedidas da numeracao correspondente.

2.1.5 As notas de rodapé de ilustracbes e tabelas serédo
indicadas por asteriscos e restritas ao minimo indispensavel.

2.2 Citagao de autores

A citacdo dos autores no texto poderd ser feita de duas
maneiras:

1) Somente numérica: "... and interfere with the bacterial
system and tissue system™47-10 As referéncias devem ser
citadas em ordem crescente no paragrafo.
2) ou alfanumeérica:

Um autor: Gatewood?! (2012)

Dois autores: Cotti and Mercuro*® (2016)

Trés autores: Azar, Safi, Nikaein?’ (2012)

mais que trés autores: Gealh, et al.?® (2014)
Caracteres de pontuacao tal como pontos e virgulas
devem ser colocados depois da citagdo numérica dos
autores. Ex: Ferreira® (2015).

2.3 Referéncias

As Referéncias deverdo obedecer aos requisitos "Uniform
requirements for manuscripts submitted to Biomedical
Journals - Vancouver", para a submissdo de manuscritos a
revistas biomédicas - disponivel no seguinte endereco
eletrdnico:

http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html.

2.3.1 Toda referéncia devera ser citada no texto. Elas
devem ser ordenadas de acordo com sua apresentacdo no
texto e numeradas sequencialmente em ordem crescente.
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As abreviaturas dos titulos dos periddicos internacionais
citados deverao estar de acordo com o padrdo MEDLINE

2.3.2 NA&o incluir comunicagfes pessoais e materiais
bibliogréaficos sem data de publicacdo na lista de referéncias.

2.3.3 Teses, dissertacdes, monografias e resumos nao serao
aceitos como referéncias.

2.3.4 Listar os nomes dos 6 primeiros autores do trabalho;
excedendo este niumero, os 6 primeiros autores do trabalho
devem ser citados, seguidos pela expressao ", et al.", que
deve ser seguida por ponto e nao escrita em italico. Ex:
Cintra LT, Samuel RO, Azuma MM, Ribeiro CP, Narciso LG,
Lima VM, et al.

2.3.5 Nao ultrapassar a citacdo de 40 referéncias.
Exemplos de referéncias:
Livro

Preedy VR, organizator. Fluorine: chemistry, analysis,
function and effects. London: Royal Society of Chemistry;
2015.

Capitulo de Livro

Buzalaf CP, Leite AL, Buzalaf MA. Fluoride metabolism. In:
Preedy VR, organizator. Fluorine: chemistry, analysis,
function and effects. London: Royal Society of Chemistry;
2015. p. 54-72.

Artigo de periédico

Gorduysus M, Nagas E, Torun OY, Gorduysus O. A
comparison of three rotary systems and hand
instrumentation technique for the elimination of
Enterococcus faecalis from the root canal. Aust Endod J.
2011;37(3):128-33.

Artigo de periddico exclusivamente na Internet (com
identificador eletrénico)

Rudolph H, Ostertag S, Ostertag M, Walter MH, Luthardt RG,
Kuhn K. Reliability of light microscopy and a computer-
assisted replica measurement technique for evaluating the
fit of dental copings. J Appl Oral Sci [Internet]. 2018[cited
2017 Dec 12];26:e20160590. Available
from: http://dx.doi.org/10.1590/1678-7757-2016-0590

Artigo de periédico com DOI
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Wagner F, Strasz M, Traxler H, Schicho K, Seemann R.
Evaluation of an experimental oblique plate for
osteosynthesis of mandibular condyle fractures. Oral Surg
Oral Med Oral Pathol Oral Radiol. 2017;124(6):537-41. doi:
10.1016/j.0000.2017.09.004

Artigo de periédico Epub ahead of print/in
press/Forthcoming

Nair R, Chiu SE, Chua YK, Dhillon IK, Li J, Yee RT. Should
short-term use of alcohol containing mouthrinse be avoided
for fear of worsening xerostomia? J Oral Rehabil.
Forthcoming 2017. doi: 10.1111/joor.12587

Artigos com mais de 6 autores:
Citam-se até os 6 primeiros seguidos da expressdo " ,et al."

Grubbs V, Plantinga LC, Crews DC, Bibbins-Domingo K,
Saran R, Heung M, et al. Vulnerable populations and the
association between periodontal and chronic kidney disease.
Clin J Am Soc Nephrol. 2011;6:711-7

Volume com suplemento e/ou Numero Especial

Davisdson CL. Advances in glass-ionomer cements. J Appl
Oral Sci. 2006;14(sp.- Issue):3-9.

A exatiddo das referéncias é de responsabilidade dos
autores.

3 PRINCIPIOS ETICOS E REGISTROS DE ENSAIOS
CLINICOS

3.1 Procedimentos experimentais em animais e
humanos. O periédico Journal of Applied Oral Science
endossa o0s principios incorporados na Declaracdo de
Helsinki e insiste que todas as pesquisas que envolvam
seres humanos publicadas nesta Revista, sejam conduzidas
em conformidade com esses principios e com outros
similares dispostos nos respectivos Comités de Etica em
Pesquisa das respectivas instituicbes de origem dos autores.
No caso de experimentos com animais, estes devem seguir
0s mesmos principios de ética envolvidos. Em experimentos
que envolvam procedimentos cirdrgicos em animais, 0s
autores devem descrever na secdo de Material e Métodos
evidéncias de que a dosagem anestésica produziu efeito
adequado e por tempo necessario para a conducdo do ato
cirdrgico. Todos os experimentos com humanos ou animais
devem vir acompanhados de descricdo, na secdo de Material
e Métodos, de que o estudo foi aprovado pelos respectivos
o6rgdos que gerenciam a Etica em Pesquisa nas suas
instituicbes de origem.
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3.1.1 Artigos apresentando estudos experimentais em
humanos ou animais deverdo obrigatoriamente vir
acompanhados de documento comprobatério da aprovacao
pelo Comité de Etica.

3.1.2 Artigos apresentando estudos em animais deverao
obrigatoriamente vir acompanhados de Checklist ARRIVE
devidamente preenchido. O documento esta disponivel no
link a sequir:

https://mc04.manuscriptcentral.com/societyimages/jaos-
scielo/ARRIVEChecklist.docx

3.1.3 Relatérios emitidos em lingua que n&o inglés,
espanhol e portugués devem ser traduzidos para o inglés.

3.2 Registros de Ensaios Clinicos

O periédico Journal of Applied Oral Science apdéia as politicas
para registro de ensaios clinicos da Organiza¢cdo Mundial da
Saude (OMS) e do Comité Internacional de Editores de
Revistas Médicas (ICMJE), reconhecendo a importancia
dessas iniciativas para o registro e divulgacdo internacional
sobre estudos clinicos com acesso aberto. Sendo assim,
somente serdo aceitos para publicacdo os artigos de
pesquisas clinicas que tenham o registro, em uma das
plataformas de ensaios clinicos, validadas pelos critérios
estabelecidos pela OMS e pelo ICMJE. A OMS define Ensaio
Clinico como "qualquer estudo de pesquisa que
prospectivamente designa participantes humanos ou grupos
de humanos para uma ou mais intervenc¢des relacionadas a
salde para avaliar os efeitos e os resultados de saude.
Intervencdes incluem, mas ndo se restringem a drogas,
células e outros produtos biolégicos, procedimentos
cirargicos, procedimentos radioldégicos, dispositivos,
tratamentos comportamentais, mudancas no processo de
cuidado, cuidado preventivo etc."

3.2.1 Os artigos que envolvam ensaios clinicos (clinical
trials) em voluntarios humanos deverdo ser enviados
acompanhados de dois documentos
suplementares obrigatorios:

o checklist do CONSORT 2010 (http://www.consort-
statement.org/)

e comprovante de niumero de registro da pesquisa em
base que atenda as exigéncias da Organizacao
Mundial de Saude (OMS) e do Comité Internacional
de Editores de Revistas Médicas (ICMJE).

e Sugestdes para autores
brasileiros: http://www.ensaiosclinicos.gov.br/

e Sugestdo para autores brasileiros ou de outras
nacionalidades: http://www.controlled-
trials.com/ (ISRCTN)
ou http://prsinfo.clinicaltrials.gov/).




3.3 O Editor-Chefe e o Conselho Editorial se reservam o
direito de recusar artigos que ndo demonstrem evidéncia
clara de que esses principios foram seguidos ou cujos
métodos empregados forem considerados inapropriados
para o uso de humanos ou animais.

4 OUTRAS QUESTOES SERAO RESOLVIDAS PELO
EDITOR-CHEFE E CONSELHO EDITORIAL

2 Envio de manuscritos
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1 SUBMISSAO DO TRABALHO

1.1 Os manuscritos deverdo ser submetidos por meio do
endereco: https://mc04.manuscriptcentral.com/jaos-scielo

1.2 O arquivo original contendo o manuscrito deve ser
submetido sem a identificacdo dos autores e afiliagcdes. A
folha de rosto devera ser submetida como arquivo
suplementar (Title page) contendo o nome dos autores,
afiliacdes e endereco para correspondéncia.

1.3 As figuras devem ser submetidas como arquivos
suplementares de acordo com as especificagfes do item 2.1
sobre forma e preparacdo dos manuscritos.

1.4 As tabelas devem ser preparadas em formato Excel e
devem ser submetidas como arquivos suplementares.

1.5 Documentos comprobatoérios de registro de ensaios
clinicos e de aprovacgdo de relatérios por Comité de Etica
deverdo ser submetidos como arquivos suplementares
obrigatoérios.

1.6 O comprovante de revisao da lingua inglesa (termo de
responsabilidade assinado ou comprovante emitido por
empresa) devera ser submetido como arquivo suplementar
obrigatoério.

1.7 O formulario de submissdo, assinado por TODOS os
autores, deve ser submetido como arquivo suplementar.

1.8 O Journal Applied Oral Science recomenda a inclusao do
numero de registro ORCID dos autores para submissdo dos
manuscritos. Todos os autores devem associar o numero de
registro no ORCID ao seu perfil no ScholarOne.



