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RESUMO

Introducdo: Este estudo incorpora a hipotese de que a presenca de fissura
labiopalatina (FLP) € um fator importante para maior suscetibilidade para formacéo de
biofilmes, especialmente quando sédo utilizados disjuntores palatinos em protocolos
ortodonticos e que o cinamaldeido é um composto com atividade sobre o0s principais
microrganismos isolados desses aparelhos. Objetivos: Determinar o perfil microbiano
dos biofilmes formados sobre aparelhos disjuntores fixos e avaliar a atividade
antimicrobiana do cinamaldeido sobre o0s microrganismos presentes nesses
dispositivos. Metodologia: Tratou-se de um estudo clinico-laboratorial, com a amostra
probabilistica para identificacdo dos microrganismos presentes no biofilme formado
nos disjuntores, através do cultivo de amostras em meios de culturas especificos e
espectrometria de massa (Maldi-TOF). Procedeu-se a contagem de Unidades
Formadoras de Col6nias (UFCs) e determinacdo de concentracdes inibitéria minima
(CIM) de cinamaldeido para microrganismos isolados. Dezessete pacientes
participaram da coleta, totalizando 31 amostras de biofilme coletadas de regides de
parafuso (17 amostras) e de resina acrilica (14 amostras) dos aparelhos. Resultados:
Foi observada contagem média de 1,18x103 UFC/mL de Candida spp. e 5,63x10¢
UFC/mL de microrganismos totais na regido de parafuso, e 1,17x103 UFC/mL de
Candida spp. e 5,44x10° UFC/mL de microrganismos totais na resina acrilica.
Verificou-se maior frequéncia de C. tropicalis (34,72%), C. albicans (22,22%) e C.
krusei (19,44%), confirmada pela técnica de espectrometria de massa MALDI-TOF. O
cinamaldeido apresentou forte atividade antimicrobiana, com CIM variando de 1,95 a
125 pg/mL, enquanto a clorexidina apresentou CIM de 0,18 a 96 pg/mL. Concluséo:
Os disjuntores palatinos usados em protocolos ortodonticos em pacientes com
fissuras labiopalatinas representam nichos para retencdo de microrganismos,
incluindo espécies de Candida associadas a infec¢des bucais. Esses microrganismos

séo sensiveis ao cinamaldeido em baixas concentragdes.

Palavras-chave: Microbiologia oral; Fenda palatina; Candida spp.



ABSTRACT

Introduction: This study incorporates the hypothesis that the presence of cleft lip and
palate (CLP) is an important factor for greater susceptibility to biofilm formation,
especially when palatal expansion devices are used in orthodontic protocols, and that
cinnamaldehyde is a compound with activity against the main microorganisms isolated
from these devices. Objectives: To determine the microbial profile of biofilms formed
on fixed expansion devices and to evaluate the antimicrobial activity of
cinnamaldehyde against microorganisms present in these devices. Methodology:
This is a clinical-laboratory study, with a probabilistic sample to identify microorganisms
present in the biofilm formed on the expansion devices, through the cultivation of
samples in specific culture media and mass spectrometry (Maldi-TOF). Colony forming
units (CFUs) were counted and minimum inhibitory concentrations (MICs) of
cinnamaldehyde were determined for isolated microorganisms. Seventeen patients
participated in the collection, totaling 31 biofilm samples collected from screw regions
(17 samples) and acrylic resin (14 samples) of the devices. Results: An average count
of 1.18x10® CFU/mL of Candida spp. and 5.63x10° CFU/mL of total microorganisms
was observed in the screw region, and 1.17x10* CFU/mL of Candida spp. and 5.44x10°
CFU/mL of total microorganisms in the acrylic resin. There was a higher frequency of
C. tropicalis (34.72%), C. albicans (22.22%) and C. krusei (19.44%), confirmed by the
MALDI-TOF mass spectrometry technique. Cinnamaldehyde showed strong
antimicrobial activity, with MIC ranging from 1.95 to 125 pg/mL, while chlorhexidine
showed MIC of 0.18 to 96 pg/mL. Conclusion: Palatal expanders used in orthodontic
protocols in patients with cleft lip and palate represent niches for the retention of
microorganisms, including Candida species associated with oral infections. These

microorganisms are sensitive to cinnamaldehyde at low concentrations.

Keywords: Oral microbiology; Cleft palate; Candida spp.
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1. INTRODUCAO

No mundo, nasce uma crianca com fissura labiopalatina (FLP) a cada dois
minutos e meio, com maior incidéncia no sexo masculino, podendo a fissura se
manifestar isoladamente ou estar associada a defeitos sindrébmicos e outras
anomalias. No Brasil, aincidéncia é de 1 para cada 600 nascidos vivos, registrando-
se cerca de 5.800 nascimentos de individuos com FLP por ano (Vendramini et al.,
2017; Rollemberg et al., 2019; Hammond e Dixon, 2022; Valdez et al., 2023). A
depender de sua localizagdo e extensdo, as FLP desencadeiam uma série de
alteracOes funcionais, podendo comprometer, em diferentes graus, a fonacéo,
mastigacdo, succao, degluticdo, respiracdo, audicdo e oclusdo (Estefania et al.,
2023). Desse modo, a reabilitacdo integral dos pacientes portadores de fissuras
torna-se um processo complexo, longo e interdisciplinar, estendendo-se desde o
nascimento até a idade adulta (Farber et al., 2019).

O objetivo do tratamento € atingir a associacao entre boa estética facial, fala
inteligivel, auséncia de deficiéncia auditiva, oclusdo normal, salude psicossocial e
crescimento craniofacial adequado (Fowler et al., 2021; Mink van der Molen et al.,
2021). Os procedimentos cirdrgicos corretivos iniciam-se nos primeiros anos de
vida. Entretanto, a maioria dos pacientes necessitam de procedimento secundarios
de reabilitacdo ao longo do crescimento como, por exemplo, a enxertia 0ssea
alveolar e correcao do espaco velofaringeo, bem como, o acompanhamento
ortodéntico para o preparo do arco superior para receber o enxerto 0sseo alveolar
(EOA), quando necessario (Freitas et al., 2012), visando principalmente, a correcao
da atresia maxilar e o preparo do local da fissura para receber o enxerto. A
preparacdo do arco superior envolve principalmente mecanica transversal, com
expansao ortodontica ou preferencialmente ortopédica (Silva Filho, 2007) atraves
do uso de aparelhos disjuntores palatinos.

Esses dispositivos, permanecem fixos ao palato dos pacientes por longo
periodo de tempo, que pode variar de acordo com o tratamento, de forma que o
individuo ndo consegue realizar uma adequada higienizacdo, tornando-se um fator
de retencéo de biofilme, que acaba predispondo a infec¢des fangicas (Luyten et al.,
2023; Khdairi et al., 2023).

Nesse cenario, a crescente investigacdo por substancias que apresentem

promissora atividade antimicrobiana vem delineando o aumento na busca por
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recursos naturais como fonte de novas substancias bioativas. Dentre estas
substancias, destaca-se o cinamaldeido, composto organico natural conhecido por
ser o principal componente quimico responsavel pelo aroma e sabor caracteristicos
da especiaria canela.

Estudos com o cinamaldeido pelo nosso grupo de pesquisa evidenciaram
que o composto € biologicamente ativo para a desinfec¢ao de proteses removiveis
e causa pequenas alteracdes nos parametros de dureza, rugosidade e cor da resina
acrilica, sem significado clinico (Almeida et al., 2020), inclusive, quando avaliado
apos imersdo prolongada (Macédo et al., 2022). Em um estudo in vivo para o
tratamento de infecgBes fangicas orais, o cinamaldeido ndo se mostrou toxico e ndo
apresentou atividade genotdxica (Alves et al., 2021). Quando utilizado na
formulacdo de pomada de orabase apresentou-se seguro e toleravel para uso em
mucosa oral saudavel (Aradjo et al., 2021), enquanto um ensaio clinico
randomizado evidenciou que o 6leo essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum
Blume) apresenta eficacia clinica e reducdo de Candida spp. no tratamento da
candidiase oral na formulacéo de enxaguatério bucal e de spray (Da Nobrega Alves
et al., 2022).

Dessa forma, a avaliagdo do perfil microbiano presente no biofilme dos
disjuntores fixos utilizados por esses pacientes, pode ajudar a estabelecer
parametros clinicos mais detalhados e, também, nortear protocolos de higiene e
controle efetivo do biofilme presente nesses dispositivos, aumentando a efetividade
do tratamento e, principalmente, prevenindo complicagcbes ocasionadas pela
correlacdo de doencas bucais e inflamatorias sistémicas.

Desse modo, o presente estudo tem como objetivo avaliar o perfil microbiano
presente no biofilme dos disjuntores fixos utilizados pelos pacientes com fissura,
buscando-se também, avaliar o efeito antimicrobiano do cinamaldeido frente aos

protocolos de higiene e controle do biofilme.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Fissuras Labiopalatinas (FLP)

As FLP sédo as malformacdes congénitas mais comuns da regiao craniofacial,
sendo resultantes de falhas na fusdo dos processos maxilares e palatinos ocorridas
desde o periodo embrionario até o inicio do periodo fetal. Sua etiologia € complexa
e multifatorial, envolvendo fatores tanto genéticos quanto ambientais (Rollemberg
et al., 2019; Hammond e Dixon, 2022; Valdez et al., 2023).

Para descrever com precisao os tipos, a exata localizacdo e extensdo das
deformidades, um dos sistemas de classificacao utilizado € o descrito por Spina
(1972), e mais tarde modificado por Silva Filho e Souza Freitas (2007), que usa o
forame incisivo como base de referéncia, dividindo as fissuras em quatro grupos
distintos: fissuras pré-forame incisivo, subdivididas em unilateral/ bilateral/ mediana
e completa (acometem o labio e 0sso alveolar) ou incompleta (acomete somente o
labio); fissuras transforame incisivo, subdivididas em unilateral/ bilateral/ mediana;
fissuras pos-forame incisivo, subdivididas em completa (acomete palato mole e

duro) e incompleta (comete somente palato mole) e fissuras raras da face.

Figura 1. Classificagéo das fissuras

Palato primario

FTA

Labio

Forame

. Forame rorar
incisivo

incisivo

' l ' Palato secundario
A B

Fonte: Silva Filho e Freitas, 2007.

A — llustragdo esquematica representando a maxila e o “forame incisivo” — referéncia anatdbmica

usada na classificacao de Spina. B — Origens embrionarias da maxila: palatos primario e secundario.

O forame incisivo delimita a formag&o embriondria das estruturas maxilares.
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No que se refere aos procedimentos cirdrgicos corretivos, no geral, por volta
dos 3 meses, 0 paciente € submetido as cirurgias primarias de labio (queiloplastia)
e entre 12 - 16 meses € habitualmente realizada a correcdo da fenda palatina
(palatoplastia) (Amorim, 2014), nos casos de fissuras que envolvem o 0sso alveolar,
por volta dos 7 a 12 anos, é realizado o enxerto 6sseo, a depender da formacao
radicular dos dentes adjacentes ao defeito dsseo.

2.2 Disjuntores Palatinos

Os disjuntores palatinos sao dispositivos fixos utilizados em etapa ortoddntica
para 0 preparo para a cirurgia de enxerto alveolar em pacientes com FLP
transforame. A técnica de Enxerto Osseo Alveolar (EOA) é considerada o
procedimento de correcdo indicado na presenca de defeito 6sseo na regido
alveolar, demonstrando excelentes resultados ao viabilizar a erupcéo do dente no
0sso enxertado e, proporcionar melhor assimetria nasal, apoiando a asa do nariz,
suporte 0sseo para os elementos dentarios adjacentes a fissura e melhora no
fechamento de fistulas buconasais. Além disso o0 enxerto 6sseo alveolar possibilita
o tratamento ortodéntico sem a limitacdo da falha 6ssea e viabiliza a colocacéo de
implantes osseointegrados na regido da fissura, quando necessario (Costa et al.,
2016; Jabbari et al., 2016; Shirota et al., 2016).

O momento ideal para a realizacdo do procedimento é definido pelo
desenvolvimento radicular e consequente época de irrup¢do do canino ou incisivo
lateral permanente adjacente a fissura. As idades recomendadas variam de 7 a 12
anos, mas sempre antes da irrupc¢ao do canino (Amorim, 2014).

Na maioria dos casos € necessario tratamento ortodéntico prévio a cirurgia
de EOA. A fase de pré-enxerto 0sseo € a fase de preparacédo da arcada superior
para receber o o0sso, permitindo melhor acesso cirdrgico ao cirurgido no
transoperatério, alinhando os segmentos maxilares e movimentando os dentes para
fora da area dos retalhos cirurgicos.

Nessa fase, os disjuntores séao utilizados e podem permanecer fixos ao
palato dos pacientes por longo periodo de tempo, de forma que o individuo néo
consegue realizar uma adequada higienizacdo, tornando-se um fator de retencao

de biofilme, que acaba predispondo o individuo a infeccbes (Torres, Alyazeedy,
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Yen, 2019; Luyten et al., 2023; Khdairi et al., 2023).

Dentre os dispositivos utilizados para disjuncéo, os expansores tipo Hyrax e
Haas sdo amplamente utilizados e eficazes para expansdo maxilar em pacientes
com FLP, podendo apresentar variacdes dos parafusos para aberturas em leque
ou aberturas combinadas com o uso de expansores diferenciais. Ambos disjuntores
aumentam significativamente as dimensfes transversais da arcada dentéaria
superior em pacientes com fissura palatina (Araujo et al., 2020). O expansor Hyrax
(figura 2A) é particularmente conhecido por promover a expansao anterior e
posterior e maiores efeitos ortopédicos (Sebaey et al., 2018), enquanto o expansor
Haas também fornece expansdo transversal significativa com impactos
esqueléticos ligeiramente diferentes (Araujo et al., 2020).

Em relacéo ao aparelho disjuntor Haas (figura 2B), sabe-se que apesar dele
possuir uma mecanica de trabalho eficiente o fato dele possuir em sua aparelhagem
uma placa de acrilico traz prejuizos para a manutencdo da higiene oral, pois esta
placa atrapalha a escovacédo dentaria e promove o acumulo de placa bacteriana e,
consequentemente, elevacdo dos niveis de microrganismos na cavidade bucal,

comprometendo, assim, o tratamento de expansao (Caldas et al, 2019).

Figura 2. Disjuntores palatinos

Fonte: Imagem do autor, 2024.
A —Imagem de um aparelho disjuntor palatino tipo Haas. B — Imagem de um aparelho disjuntor tipo
Hyrax



2.3 Colonizagdo microbiana sobre aparelhos disjuntores usados por pacientes com

fissuras labiopalatinas.

O tratamento das criancas portadores de fissuras labiopalatinas envolve uma
série de etapas. Logo apds o nascimento, essas criangas podem utilizar placas de
acrilico ou outros dispositivos e ainda durante a fase de crescimento o tratamento
ortodéntico € iniciado com o uso de aparelhos fixos ou méveis. O uso desses
dispositivos pelas criangas com fissura contribui para a colonizagdo exacerbada e
precoce de microrganismos como Streptococcus mutans e Candida spp., que
podem predispor as criancas em relacdo a complicacdes como, por exemplo, a
carie (Brzezihska-Zajgc et al., 2023).

Destaca-se que individuos com fissuras labiopalatinas naturalmente
apresentam alto risco de carie comparando-se com aqueles sem essa condi¢do
(Worth et al., 2017). Este aumento no risco pode estar associado a uma higiene
oral menos eficiente, devido a condicdo anatémica, apresentando concentracdes
salivares mais elevadas de Streptococcus mutans que, geralmente, estdo
associadas a uma maior prevaléncia de lesdes cariosas (Grewcock et al., 2022; Wu
et al., 2023).

Além disso, hd uma diferenca significativa na prevaléncia de Candida spp.
entre os individuos saudéaveis e com fissuras labiopalatinas (Khan et al., 2023). A
cavidade oral apresenta condicbes para a colonizacdo da mucosa por fungos
oportunistas do Candida (gen.), no entanto, a microbiota residente e a resposta
imune do individuo, manttm um estado de equilibrio, impedindo que os
microrganismos expressem os fatores de viruléncia que os tornam patogénicos.
Entretanto, em portadores de fissuras labiopalatinas a funcdo de protecédo da
mucosa oral encontra-se comprometida, devido ao defeito, as intervencdes
cirirgicas e aos fatores de origem hospitalar, contribuindo para o aumento dessa
colonizagéo (De Souza et al., 2022; Alansari, Abed, Abid, 2024).

Observa-se, portanto, que a FLP é um fator importante para a maior
suscetibilidade ao desenvolvimento de doencas bucais em fungéo de sua condi¢cdo
anatbmica particular e das consequéncias de seu tratamento para os individuos.

Nesse contexto, aparelhos ortoddnticos e ortopédicos, fixos ou removiveis,

podem ter efeitos prejudiciais sobre o controle do biofilme e modificacdo do
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ambiente ecologico da cavidade oral, o que favorece a colonizacdo por
microrganismos capazes de causar condi¢des inflamatorias na mucosa (Vale et al.,
2022), como ocorre no caso da utilizacédo de disjuntores fixos previamente a cirurgia
de enxerto O0sseo alveolar (Torres, Alyazeedy, Yen, 2019; Luyten et al., 2023;
Khdairi et al., 2023).

Vale ressaltar, que a cavidade bucal é uma das via de infeccdo ao
organismo, pertencendo ao sistema digestorio, funcionando também como uma via
de acesso as vias respiratorias. Os microrganismos colonizadores da cavidade
bucal podem causar uma série de doencas infecciosas bucais, incluindo
periodontites, céries dentarias, acometimentos endodonticos, alveolite seca e
amigdalite e, ainda, podem estar relacionados a um numero crescente de doencas
sistémicas, incluindo doenca cardiovascular, acidente vascular cerebral, parto
prematuro, diabetes, pneumonia, osteomielite em criancas e endocardite
bacteriana, entre outras (Giordano-Kelhoffer et al., 2022; Pisano et al., 2023).

Para higienizacdo e limpeza da boca, o padrdo-ouro na linhagem dos
antissépticos bucais é o gluconato de clorexidina. Entretanto, este produto ndo é
recomendado para controle microbiano nesses individuos, pois seu uso por longos
periodos de tempo esta associado a alguns efeitos adversos, tais como: alteracao
na coloracdo nos elementos dentérios, restauracdes, proteses e lingua, formacao
de calculo supragengival, perda do paladar, queimaduras no tecido mole, dor,
xerostomia, gosto residual desagradavel na boca e, raramente, pode ocorrer
ulceracbes na mucosa, tumefacdes reversiveis nos labios e glandulas parétidas,

lesbes descamativas, urticéria, dispneia e choque anafilatico (James et al., 2017).

2.4 Cinamaldeido

O cinamaldeido € um composto organico natural conhecido por ser o
principal componente quimico responsavel pelo aroma e sabor caracteristicos da
especiaria canela. Este composto pertence a classe dos aldeidos aromaticos,
possuindo um nucleo benzénico conjugado a um grupo aldeido por meio de uma
ligacédo dupla (Figura 3). O cinamaldeido tem sido utilizado ha séculos, inicialmente
por civilizagdes antigas que extraiam o Oleo essencial da canela para fins

medicinais e como tempero, sendo documentado seu uso em textos antigos, como
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a Biblia (Duarte, 2014).

Figura 3. Estrutura quimica do cinamaldeido.

O
N H

Fonte: Wikipedia, 2023.

O cinamaldeido é encontrado em altas concentracées no 6leo essencial de
espécies do género Cinnamomum, como Cinnamomum verum e Cinnamomum
cassia. Sua extracdo geralmente € realizada por destilacdo a vapor, sendo um
processo amplamente utilizado na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética.
Do ponto de vista biolégico, o cinamaldeido apresenta diversas atividades
farmacoldgicas, como propriedades antimicrobianas, antioxidantes, anti-
inflamatorias, anticancerigenas e até mesmo no controle de algumas doencas,
como o diabetes (Zhu et al., 2017). Estudos demonstram que ele pode inibir o
crescimento de bactérias, fungos e virus, tornando-se um produto natural viavel e
de baixo custo no combate a patdgenos resistentes. Além disso, sua capacidade
de modular vias inflamatérias e reduzir o estresse oxidativo contribui para seu
potencial terapéutico em diversas condi¢des de saude (Kim et al., 2020).

O efeito antimicrobiano do cinamaldeido é reportado através de diferentes
mecanismos, mas tanto o 6leo essencial quanto o cinamaldeido puro sdo eficazes
contra varias bactérias gram-positivas e gram-negativas, bem como fungos,
incluindo leveduras e dermatofitos (Wang et al., 2018). O cinamaldeido pode causar
a geracao de espécies reativas de oxigénio, que danificam a membrana celular dos
microrganismos, levando a morte celular. Além disso, o cinamaldeido pode
aumentar a permeabilidade da membrana celular, resultando em extravasamento
de proteinas e acidos nucleicos (Wang et al., 2018). Estudos também indicam que
o cinamaldeido pode inibir a formacéao de biofilmes bacterianos, o que € crucial para

o tratamento de infec¢des persistentes (Firmino et al., 2018).
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As investigacbes atuais ainda apontam que o efeito antifingico do
cinamaldeido ocorre por possivel acdo sobre estruturas que afetam a funcéo da
membrana plasmatica fangica, reducdo do biofilme, minimo efeito sobre
propriedades fisicas da resina acrilica (alteracédo de cor e rugosidade de superficie)
e perfil toxicologico adequado para conducdo de ensaios clinicos controlados em
humanos (Alves et al., 2021; Alves et al., 2022).

Devido as suas propriedades antimicrobianas, o cinamaldeido tem sido
considerado um potencial agente terapéutico para o tratamento de diversas
infeccbes. Ele tem mostrado eficacia em modelos experimentais contra uma
variedade de patdgenos bacterianos e fungicos, incluindo Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Candida albicans e Aspergillus fumigatus (Figueiredo et
al., 2023). Além disso, o cinamaldeido tem demonstrado efeitos sinérgicos quando
combinado com antibiéticos convencionais, potencializando a eficacia
dos tratamentos (Chahbi et al., 2020).

2.5 Centro de Fissuras Labiopalatinas do HULW/UFPB

O Centro de Fissuras Labiopalatinas do HULW/UFPB, fundado no ano de
1990, é o unico servico do estado da Paraiba para o tratamento de fissuras
labiopalatinas, sendo referéncia para o estado e estados vizinhos. O servico é
composto por uma equipe multidisciplinar, que envolve as diversas especialidades
e gue realiza a reabilitacdo do paciente fissurado em toda a sua integralidade.

Atualmente, os pacientes atendidos no Centro de Fissuras Labiopalatinas do
HULW/UFPB séao orientados a higienizar o disjuntor tipo Haas através da aplicacao
de jatos de agua sob pressao com auxilio de uma seringa. Sendo assim, o controle
do biofilme bucal formado em decorréncia de um tratamento ortodéntico prévio a
cirurgia de enxerto 0sseo alveolar € um grande desafio, especialmente em
individuos com esse tipo de deformidade.

Em funcao de ser o unico servi¢o de referéncia, bem como pelo nimero de
individuos com fissura labiopalatina que buscam tratamento neste centro, um
estudo que contemple, concomitantemente, FLP, avaliagdo do perfil microbiano e
um promissor controle do biofilme presente nos disjuntores palatinos tipo Haas e

Hyrax através do uso de cinamaldeido, torna-se pertinente a fim de esclarecer e
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contribuir para um melhor manejo e tratamento aos pacientes fissurados.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Identificar o perfil microbiano de biofilmes formados sobre disjuntores
palatinos fixos em pacientes com FLP transforame ou pré-forame com
comprometimento alveolar, uni ou bilaterais, e avaliar o efeito do cinamaldeido

sobre microrganismos presentes nesses aparelhos.

3.2. Objetivos Especificos

e Obter informacdes clinicas sobre a saude bucal e saude geral dos pacientes
fissurados atendidos no HULW/UFPB;

e Identificar os microrganismos envolvidos no biofiime formado sobre
disjuntores palatinos fixos;

e Avaliar diferencas entre a prevaléncia dos microrganismos isolados dos
disjuntores palatinos, nos sitios recobertos por resina acrilica e préximo ao
parafuso do dispositivo em pacientes com fissura labiopalatina transforame;

e Correlacionar as informacdes clinicas de saude geral do tipo inflamatoria
com a colonizacdo de microrganismos nos disjuntores palatinos;

e Avaliar o efeito antimicrobiano do cinamaldeido sobre isolados clinicos
microbianos dos disjuntores palatinos usados por pacientes com fissura

labiopalatina



4. ARTIGO 1

O manuscrito a seguir sera submetido para publicacdo no periédico “Special care in
dentistry ISSN 1754-4505”

Avaliacdo microbiolégica e do efeito do cinamaldeido sobre microrganismos

dos disjuntores fixos em pacientes com fissuras de labio e palato

Jéssica Amorim Theotonio Pereiral; Paula Lima Nogueiral; Ana Karolina Vieira Melo?; Livian
Isabel de Medeiros Carvalho?; Rosa Helena Wanderley Lacerda®?; Ricardo Dias de Castro?

Programa de Pés-Graduacédo em Odontologia (PPGO), Centro de Ciéncias da Saulde,
Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa-PB, Brasil;

2Centro de Fissuras Labiopalatinas do Hospital Universitario  Lauro
Wanderley/EBSERH/ Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, Brasil

RESUMO

Esse estudo objetivou avaliar o perfil microbiano do biofilme presente em disjuntores
palatinos fixos de pacientes com fissura labiopalatina, como também a atividade
antimicrobiana do cinamaldeido. Foram analisadas 31 amostras de biofilmes
coletadas de 17 pacientes com idades entre 7 e 16 anos, predominantemente do sexo
masculino (82,35%). Dentre os tipos de fissuras, 01 (5,88%) participante apresentava
fissura pré-forame bilateral, 07 (41,17%) apresentavam fissura transforame bilateral e
09 (52,94%) apresentavam fissura transforame unilateral, sendo 03 (17,64%) no lado
direito e 06 (35,29%) no lado esquerdo. As amostras foram coletadas de regiées de
parafuso (17) e resina acrilica (14) dos disjuntores tipo Haas e Hyrax foram analisadas
guanto a contagem de microrganismos e identificacdo por espectrometria de massa
(MALDI-TOF). A contagem média foi de 1,18x10% UFC/mL de Candida spp. € 5,63%10°
UFC/mL de microrganismos totais na regido do parafuso e 1,17x10% UFC/mL de
Candida spp. e 5,44x10® UFC/mL na resina acrilica. As principais espécies
identificadas foram Candida tropicalis (34,72%), C. albicans (22,22%) e C. krusei
(19,44%). O cinamaldeido apresentou atividade antimicrobiana significativa com CIM
entre 1,95 e 125 pg/mL, comparéavel a clorexidina (0,18 a 96 pg/mL). O composto
estudado demonstrou ser eficaz no controle de biofilmes microbianos, mostrando-se
uma alternativa para higiene e prevencdo de complicagdes em dispositivos
ortodénticos, reforcando o potencial como agente antimicrobiano.

Palavras-chave: Microbiologia Oral; Fenda Palarina; Candida spp.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the microbial profile of biofilm present on fixed palatal
expanders in patients with cleft lip and palate, as well as the antimicrobial activity of
cinnamaldehyde. A total of 31 biofilm samples were analyzed, collected from 17
patients aged between 7 and 16 years, predominantly male (82.35%).Among the types
of fissures, 01 (5.88%) participant had bilateral pre-foramen fissure, 07 (41.17%) had
bilateral transforamen fissure and 09 (52.94%) had unilateral transforamen fissure,
with 03 (17.64%) on the right side and 06 (35.29%) on the left side. The samples were
collected from screw regions (17) and acrylic resin regions (14) of Haas and Hyrax
expanders and analyzed for microbial count and identification using mass
spectrometry (MALDI-TOF). The average count was 1.18x103 CFU/mL of Candida
spp. and 5.63x10° CFU/mL of total microorganisms in the screw region, and 1.17x103
CFU/mL of Candida spp. and 5.44x10% CFU/mL in the acrylic resin region. The main
species identified were Candida tropicalis (34.72%), C. albicans (22.22%), and C.
krusei (19.44%). Cinnamaldehyde exhibited significant antimicrobial activity with MIC
ranging from 1.95 to 125 pg/mL, comparable to chlorhexidine (0.18 to 96 pg/mL). The
studied compound proved effective in controlling microbial biofilms, presenting itself as
an alternative for hygiene and prevention of complications in orthodontic devices,
reinforcing its potential as an antimicrobial agent.

Key words: Oral Microbiology; Cleft palate; Candida spp.
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1. INTRODUCAO

As fissuras labiopalatinas (FLP) sdo as malformacdes congénitas mais comuns
da regiao craniofacial, sendo resultantes de falhas na fusdo dos processos maxilares
e palatinos ocorridas desde o periodo embrionario até o inicio do periodo fetal.
Apresenta etiologia complexa e multifatorial, envolvendo fatores genéticos e
ambientais (Rollemberg et al., 2019; Hammond e Dixon, 2022; Valdez et al., 2023). A
reabilitacédo integral dos pacientes portadores dessa condi¢cdo torna-se um processo
complexo, longo e interdisciplinar (Farber et al., 2019).

Os procedimentos cirlrgicos corretivos iniciam-se nos primeiros anos de vida,
entretanto, a maioria dos pacientes necessitam de procedimentos de reabilitacdo ao
longo do crescimento como, por exemplo, o enxerto 6ssea alveolar (EOA) (Freitas et
al., 2012). Em muitos casos, previamente ao enxerto, torna-se necessario a
preparacdo do arco superior por meio da mecanica transversal, com expansao
ortodontica ou preferencialmente ortopédica (Silva Filho, 2007) através do uso de
aparelhos disjuntores palatinos.

Esses dispositivos permanecem fixos ao palato dos pacientes por longo
periodo, dificultando uma adequada higienizacdo, tornando-se um fator de retencéo
de biofilme, que acaba predispondo a infeccao (Luyten et al., 2023; Khdairi et al.,
2023). Os expansores Hyrax e Haas sdo amplamente utilizados e eficazes para
expansdo maxilar em pacientes fissurados, aumentando significativamente as
dimensbes transversais da arcada dentaria superior e alinhando os segmentos
maxilares a fim de que se possa realizar a cirurgia de enxertia (Aradjo et al., 2020).

O padrao-ouro na linhagem dos antissépticos bucais para higienizacdo e
antissepsia bucal € o gluconato de clorexidina. Entretanto, seu uso por longos
periodos de tempo esta associado a alguns efeitos adversos, tais como: alteracdo na
coloracdo nos elementos dentérios, restauragcdes, proteses e lingua, formacdo de
célculo supragengival, perda do paladar, queimaduras no tecido mole, dor,
xerostomia, gosto residual desagradavel na boca e, raramente, pode ocorrer
ulceracdes na mucosa, tumefacdes reversiveis nos labios e glandulas parotidas,
lesdes descamativas, urticaria, dispneia e choque anafilatico (James et al., 2017), néo
sendo, portanto, recomendado para controle microbiano nesses individuos.

Nesse cenario, a busca por estratégias com uso de substancias que possuam

25



promissora atividade antimicrobiana se faz necessaria para controle dos
microrganismos, minimizando, dessa forma, a ocorréncia de infec¢cdes. O
cinamaldeido é um composto organico natural conhecido por ser o principal
componente quimico responsavel pelo aroma e sabor caracteristicos da especiaria
canela (Duarte, 2014). O efeito antimicrobiano do cinamaldeido é reportado através
de diferentes mecanismos, mas tanto o 6leo essencial quanto o cinamaldeido puro
sdo eficazes contra varias bactérias gram-positivas e gram-negativas, bem como
fungos, incluindo leveduras e dermatéfitos (Wang et al., 2018).

As investigacdes atuais ainda apontam que o efeito antifingico do cinamaldeido
ocorre por possivel acdo sobre estruturas que afetam a funcdo da membrana
plasmatica fungica, reducdo do biofilme, minimo efeito sobre propriedades fisicas da
resina acrilica (alteracédo de cor e rugosidade de superficie) e, ainda, que o composto
apresenta seguranga, tolerabilidade e baixa toxicidade (Almeida et al., 2020; Alves et
al., 2021; Araujo et al., 2021; Macédo et al., 2022). Um ensaio clinico randomizado,
evidenciou a eficacia clinica e a reducéo de Candida spp. no tratamento da candidiase
oral com 6leo essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum Blume) na formulagéo
de enxaguatorio bucal e de spray (Da Nébrega Alves et al., 2022).

Devido as suas propriedades antimicrobianas, o cinamaldeido tem sido
considerado um potencial agente terapéutico para o tratamento de diversas infeccoes.
Desse modo, o presente estudo tem como objetivo avaliar o perfil microbiano presente
no biofilme dos disjuntores fixos utilizados pelos pacientes com fissura, buscando-se
também, avaliar o efeito antimicrobiano do cinamaldeido frente aos protocolos de

higiene e controle do biofilme.

2. METODOLOGIA

2.1 Consideracdes éticas

Respeitando as diretrizes e normas que regulamentam as pesquisas
com seres humanos, este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
pesquisa em seres humanos do Centro de Ciéncias da Saude, da

Universidade Federal da Paraiba (CCS-UFPB) tendo sido aprovado sob
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parecer numero 6.594.359.

A participacdo de cada um dos individuos da amostra se deu de forma
voluntaria, sendo garantido o direito de desistir da pesquisa, em qualquer
tempo, sem que essa decisdo o prejudique. Aos individuos responsaveis pelos
voluntarios menores de 18 anos, foram apresentados ao Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e foram esclarecidos sobre os
aspectos éticos do estudo. Aos individuos menores de idade, que ja tenham
condi¢cGes de compreenséo, foi apresentado o Termo de Assentimento (TA).
Mediante concordancia com as condi¢des do estudo, os voluntérios realizaram
a impressao datiloscopica ou assinatura do TCLE e Termo de Assentimento
(Apéndices A e B).

2.2 Tipo de estudo

Este é um estudo quantitativo, transversal, observacional, com técnica
de observagdo direta no qual foram usadas amostras do biofilme dos
disjuntores palatinos fixos utilizados pelos participantes da pesquisa.

2.3 Universo amostral, caracterizacao e tamanho da amostra

O universo é composto por criancas e adolescentes portadores de
fissuras transforame ou pré forame com comprometimento alveolar, uni ou
bilaterais, que estivessem utilizando disjuntores palatinos tipo Haas ou tipo
Hyrax em preparo para cirurgia de Enxerto Osseo Alveolar (EOA), com idade
entre 6 a 16 anos, na fase da dentadura mista, atendidos no setor de Fissuras
Labiopalatinas do Hospital Universitario Lauro Wanderley — HULW. Para a
realizacdo do céalculo amostral, foi utilizado um levantamento epidemioldgico
realizado em 2020 no servigo onde o estudo ocorreu que constatou o cadastro
de 2630 pacientes. Desse total, encontram-se em tratamento ortodéntico
aproximadamente 7,5%, totalizando cerca de 200 individuos dos quais,

aproximadamente 30 % encontravam-se na fase de disjung&o maxilar.
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O célculo amostral foi realizado utilizando-se como referéncia o
tamanho amostral de artigos anteriores (Funahashi et al.,2019; Zhang et al.,
2022) e ajustado para a amostra finita. Sendo assim, considerando um estudo
laboratorial que visa verificar o perfil microbiano e, também, o efeito
antimicrobiano do cinamaldeido, utilizou-se erro alfa 0.5, poder 0.8,

totalizando 17 amostras de aparelhos disjuntores palatinos.

2.4 Critérios de incluséo

Individuos portadores de fissura transforame ou fissura pré forame com
comprometimento alveolar, de ambos os sexos, com idade entre 6 a 16 anos,
com denticdo mista, na fase de preparo para cirurgia de EOA que estejam

utilizando o aparelho disjuntor ha pelo menos 30 dias.

2.5 Critérios de exclusdo

Foram excluidos aqueles individuos com denticdo unicamente decidua
ou permanente; que nao facam uso de aparelho disjuntor tipo Haas ou Hyrax;
gue ndo concordaram em participar da pesquisa ou cujos responsaveis nao
concordaram em assinar o TCLE; fumantes; diabéticos; portadores de
doencas infecciosas; portadores de doencas inflamatérias (autoimunes - EX.:
Lupus); portadores de leséo cariosa ou doenca periodontal ativa; portadores
de sindromes cognitivas associadas; individuos que, no momento da coleta,
nao estavam utilizando o disjuntor dento-muco-suportado por motivos diversos
(ex: quebra ou soltura do aparelho); individuos usaram agente antimicrobianos

no periodo de 3 meses que antecederam a coleta dos dados.

2.6 Coleta dos dados

A coleta dos dados foi dividida em 2 etapas. A primeira etapa consistiu
em uma entrevista, em ambiente fechado, localizado no Centro de Fissuras

Labiopalatinas do hospital de referéncia na qual constam as seguintes
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informacgdes: sexo, idade, quantidade de irmaos, idade dos pais, existéncia de
cosanguinidade dos pais, historico de FLP na familia, histérico de doencas na
familia, mal formacfes associadas; tipo de fissura e cirurgias/procedimento ja
realizados; histéria patologica pregressa; avaliacdo odontolégica através do
indice de Higiene Oral Simplificado (IHOs), frequéncia e meios utilizados na
limpeza dos dentes e indice de CPEOD/ceo-d; informacfes sociais, cidade
natal, cidade de procedéncia e regido; tipo de aparelho disjuntor utilizado,
tempo de uso e presenca de hiperemia no palato (apéndice C).

A segunda etapa foi composta pela coleta do biofilme presente no
disjuntor palatino tipo Haas ou tipo Hyrax. A coleta do biofilme foi realizada na
sala destinada ao setor de ortodontia do centro de fissuras labiopalatinas do
HULW/UFPB. O ortodontista do setor realizou a remocédo do disjuntor e,
imediatamente apds a remoc¢ao do aparelho, ocorreu a coleta do biofilme no
dispositivo. As amostras do material biolégico foram coletadas a partir da
utilizacdo de swabs esterilizados, umedecidos em solucdo fisiologica
esterilizada, com movimentos de vai e vém (friccado), por 30 segundos. Nos
participantes usuarios de aparelho disjuntor tipo Hass, a coleta foi realizada
em dois sitios distintos, na regido da resina acrilica do palato e proxima ao
parafuso expansor, enquanto nos usuarios do disjuntor tipo Hyrax, a coleta foi
realizada apenas no sitio proximo ao parafuso expansor (figura 4).

Cada amostra coletada foi colocada em um tubo de ensaio esterilizado
com 1 mL de solucéo salina, na concentracédo de 0,85%, e condicionadas em
uma caixa térmica com gelo para o transporte até o laboratério para posterior

determinacao do perfil microbiano.

Figura 4. Coleta da amostra de material biologico

Fonte: Imagem do autor, 2024.
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A — Imagem da coleta do biofilme no sitio préximo ao parafuso expansor. B — Imagem da

coleta do biofilme no sitio da resina acrilica.

2.7 Determinacao do perfil microbiano

Cada amostra foi semeada em 2 meios de cultura diferentes:

Grupo 1) Meio de cultura seletivo para identificacdo de Candida spp.

O material biologico coletado e acondicionado no tubo de ensaio foi
inoculado em placas descartaveis 15x90mm (DISPOPETRI®), contendo meio
de cultura CHROMOagar-Candida (BIOMERIEUX/FRANCE®) preparado de
acordo com as instrucdes do fabricante. A leitura das placas e a interpretacéo
dos resultados foram realizadas pela observacdo da morfologia e da
pigmentagcdo das colbnias. Apos semeadura dos isolados nesse meio ha
alteracao da coloracédo dependendo da espécie de Candida. Apos 48 horas de
incubacdo a 35+2°C, é possivel a identificacdo de: Candida albicans, que se
torna esverdeada, Candida krusei, résea, Candida tropicalis, azul-
acinzentada, e as demais espécies, roseo-esbranquicadas (Lacaz et al., 2002)
conforme pode ser visualizado na Figura 5.

A utilizacdo deste meio facilita a deteccdo e a identificacdo destas
leveduras e, também, fornece resultados presuntivos em menor tempo que 0s

obtidos pelos métodos ja padronizados.
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Figura 5. ldentificagédo presuntiva de Candida spp. em meio de cultura
cromogénico.

Fonte: Imagem do autor, 2024.

Grupo 2) Meio nao seletivo

O material biologico coletado e acondicionado no tubo de ensaio foi
inoculado em placas de Petri descartaveis 15x90mm (DISPOPETRI®)
contendo agar BHI (Brain Heart Infusion — DIFCO®). As placas foram
incubadas em estufa a 37°C por 24 h. Além do meio BHI nas placas de Petri,
as amostras também foram inoculadas em caldo BHI que também foram
colocadas na estufa a 37°C por 24 h.

Cada meio de cultura foi dividido e identificado, através do codigo do

participante e meio de cultura utilizado.

2.8 Contagem de Unidades Formadoras de Col6nias por mililitro (UFC/mL)

As contagens de colbnias microbianas foram realizadas usando uma

lupa e registradas em UFC (unidades formadoras de col6nias)/mL.
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2.9 ldentificacdo e quantificacdo microbiana: analise MALDI-TOF

Com o objetivo de determinar o perfil molecular de amostras bioldgicas,
identificando e caracterizando os compostos presentes, foi realizado o teste de
espectrometria de  massa  MALDI-TOF  (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization - Time of Flight). O MALDI-TOF é uma técnica de
espectrometria de massa utilizada para a analise de biomoléculas como
proteinas, peptideos, lipidios e acucares, além de pequenas moléculas. Essa
técnica € amplamente empregada, sendo utilizada em outros estudos da
Odontologia para identificagdo da microbiota oral (Wei et al., 2021). Os perfis
proteicos foram obtidos em duplicata a partir das culturas coletadas do grupo
1.

2.10 Atividade antimicrobiana do Cinamaldeido

Todos os grupos de amostra foram testados quanto a atividade
antimicrobiana do cinamaldeido. Para tanto, os seguintes testes foram

realizados:
a) Determinacéo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM foi determinada por meio da técnica de microdiluicdo descrita
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2002), com
modificacbes. Cada amostra (pool de microrganismo) foi reativada e
preparada em meio BHI e ajustada com turbidez equivalente a 10® UFC / mL,
625 nm, abs 0,08-0,13 . Foram feitas diluicdes em série da substancia de teste
em placas de microtitulagdo com 96 pocos de fundo em U contendo BHI,
assepticas, em triplicata, com realizacéo de trés experimentos independentes.
Estas placas foram incubadas por 24 horas a 35°C, e os resultados obtidos
por observacdo visual de agregados celulares no fundo dos pocgos. O
cinamaldeido, cujo peso molecular & 132,16 g/mol, foi testado em
concentragbes que variaram entre 4000 a 1,9531ug/mL. O digluconato de

clorexidina foi utilizado como controle positivo nos ensaios em concentragoes
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que variaram de 96 a 0,0468 ug/mL. Dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich®,
Sé&o Paulo, Brasil) e Tween 80% (Sigma-Aldrich®, Sdo Paulo, Brasil) foram
utilizados para preparacdo da solucdo de cinamaldeido. O controle de

esterilidade do meio de cultura foi realizado simultaneamente com o ensaio.

b) Determinacdo da Concentragcdo Fungicida Minima (CFM) e da

Concentragao Bactericida Minima (CBM)

A CFM e CBM séo definidas como a menor concentracdo possivel para
inibir o crescimento visivel em meio solido. Aliquotas de 20 pL
correspondentes a CIM e duas concentragcbes multiplas dessa foram
subcultivadas em em agar (KASV®, Kasv Imp e Dist de Prod / Laboratorios
LTDA, Curitiba, Brasil). Em seguida, as placas foram incubadas por 24 horas
a 35 °C, a leitura dos resultados consistiu ha observacéao visual do crescimento

no meio soélido.

3. RESULTADOS

3.1 Informagbes sociodemograficas dos participantes

Participaram desse estudo 17 participantes, sendo 82,35% do sexo
masculino, com idade entre 7 e 16 anos (média de 9,07 anos). Treze (76,47%)
participantes possuiam pelo menos 01 irmdo (média de 1.7 irm&os). Sete
(41,17%) apresentavam historico de FLP na familia. Em relagéo ao tipo de
FLP, 01 (5,88%) participante apresentava fissura pré-forame bilateral, 07
(41,17%) apresentavam fissura transforame bilateral e 09 (52,94%)
apresentavam fissura transforame unilateral, sendo 03 (17,64%) no lado
direito e 06 (35,29%) no lado esquerdo. Todos os participantes ja haviam
realizado cirurgia de queiloplastia e palatoplastia, enquanto 05 (29,41%)
haviam realizado cirurgia secundaria de labio. Apenas 01 (5,88%) participante

possuia associacao sindromica (Blefarofimose). Todos utilizavam aparelho
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disjuntor, ha pelo menos 30 dias (média de 3,2 meses de uso), sendo 14
(82,36%) do tipo Haas e 03 (17,64%) do tipo Hyrax. Apos a remocdo do
aparelho foi observada hiperemia no palato de 13 (76,47%) participantes
(Figura 6).

Figura 6. Imagem da hiperemia palatina de alguns dos participantes
visualizadas apés remoc¢ao do aparelho disjuntor para coleta do biofilme.

2% e -

Fonte: Imagem do autor, 2024.

No que se refere as informacdes obtidas dos pais dos participantes, a
idade das maes variou entre 24 e 49 anos (média de 35.6 anos) e dos pais
variou entre 24 e 71 (média de 38 anos), dos quais 02 (11,76%) casais
apresentavam consanguinidade. No que diz respeito a procedéncia dos
participantes, 10 (58,82%) sdo procedentes da regido da Mata Paraibana,
sendo 09 (52,94%) da cidade de Jodo Pessoa e 01 (5,88%) de Bayeux; 04
(23,52%) da regido de Borborema, sendo 03 (17,64%) da cidade de Cuité e
01 (5,88%) de Queimadas; 02 (11,76%) do Sertdo, sendo 01 (5,88%) de
Cajazeiras e 01 (5,88%) de S&o José de Piranhas. Os dados acima descritos
estdo expostos na Tabela 1.
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Tabela 1. Distribuicdo dos dados sociodemogréficos dos participantes da

pesquisa.
F %
Sexo Masculino 14 82,35
Feminino 3 17,64
Idade 7 3 17,64
8 2 11,76
9 4 23,52
10 4 23,52
11 2 11,76
14 1 5,88
16 1 5,88
Tipo de FLP Pré-forame bilateral 1 5,88
Transforame bilateral 7 41,17
Transforame unilateral D 3 17,64
Transforame unilateral E 6 35,29
Associacao sindrémica Sim 1 5,88
N&o 16 94,11
Histoérico familiar sim 7 41,17
nao 10 58,82
NUmero de irmaos 0 4 23,52
1 8 47,05
2 2 11,76
3 2 11,76
5 1 5,88
Consanguinidade dos sim 2 11,76
pais nao 15 88,23
Faixa etaria da mae 24-31 8 47,05
32-39 5 29,41
40-49 4 23,52
Faixa etaria do pai 24-34 5 29,41
35-45 8 47,05
45-71 4 23,52
Hiperemia palatina sim 13 76,47
nao 4 23,52

Em relacdo a condigcéo oral dos participantes, todos relataram utilizar

apenas dentifricio e escova dental como meio de higienizagdo bucal, com

frequéncia variando de 1 a 3 vezes ao dia (média de 2.5), apresentando IHOs

no momento da entrevista variando entre 1 e 3 (média de 2.3). Em relacdo ao

indice CEO-D, 12 (70,58%) participantes n&o apresentaram elemento dentario

cariado, enquanto 05 (29,41%) apresentaram pelo menos uma lesao cariosa
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(média 1.8). Apenas 02 (11,76%) apresentavam perdas dentarias (média 1.5)
e em 05 (29,41%) foi observado presenca de pelo menos um elemento
dentario restaurado (média de 2.8), os dados referentes a condicdo oral dos

participantes estdo expostos na Tabela 2.

Tabela 2. Condicao oral dos participantes da pesquisa.

Escovacédo bucal / dia F %
1vez 1 5,88
2 vezes 6 35,29
3 vezes 10 58,82
IHOs
Score 0 0 0
Score 1 2 11,7
Score 2 7 41,17
Score 3 8 47,05
CEO-D
0 12 70,58
Cariado 1 2 11,76
2 2 11,76
3 1 5,88
Extraidos 0 15 88,23
1 1 5,88
2 1 5,88
Restaurados 0 12 70,58
1 1 5,88
2 1 5,88
3 1 5,88
4 2 11,17

3.2 Quantificagdo microbiana (UFC/mL)

Verificou-se contagem média de 1,180x10% UFC/mL de Candida spp. e
5,63x10°% UFC/mL de microrganismos totais para o biofilme coletado na regido
do parafuso. Para regido de resina acrilica, observou-se contagem de
1,171x103 UFC/mL de Candida spp. e de 5,44x10% UFC/mL de microrganismos

totais (figuras 7 e 8).



Figura 7. Média da contagem de UFC/mL de Candida spp. referentes aos
sitios de parafuso e acrilico no meio Chromagar.
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Figura 8. Média da contagem de UFC/mL de microrganismos totais referentes
aos sitios de parafuso e acrilico no meio BHI.

5.65

5.6
5.55
5.5
5.45
5.4
535
5.3

Parafuso Acrilico

106UFC/mL

3.3 ldentificacéo presuntiva de Candida spp.

Dentre as 31 amostras clinicas que foram cultivadas em meio
CHROMagar Candida, 16 (51,61%) mostraram caracteristicas morfoldgicas e
pigmentacdo das coldnias compativeis com C. albicans, 14 (45,16%) com C.

Krusei, 25 (67,56%) com C. tropicalis e 17 (54,83%) foram compativeis com
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outras espécies. Das 17 amostras obtidas da regido do parafuso, 7 (41,17%)
evidenciaram C. albicans, 7 (41,17%) C. Krusei, 14 (82,35%) C. tropicalis e 8
(47,05%) outras espécies, enquanto que nas 14 amostras obtidas da regiao
da resina acrilica, 9 (64,28%) foram compativeis com C. albicans, 7 (50%) C.
krusei, 11 (78,57%) C. tropicalis e 9 (64,28%) com outras espécies. Os
resultados relativos a identificacdo das espécies de levedura do género
Candida por meio do Chromagar Candida® podem ser observados na Figura

9.

Figura 9. Identificacdo das espécies de levedura do género Candida por meio
do Chromagar Candida®.
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3.4 Identificacdo e quantificagdo microbiana: analise MALDI-TOF

Com base na identificacdo presuntiva através da observacao da morfologia e
da pigmentacdo das colonias das 31 amostras clinicas coletadas dos aparelhos
disjuntores de 17 participantes, totalizando 53 isolados. Buscando a confirmacédo do
género e a eventual identificacdo das espécies, esses isolados foram analisados por
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MALDI Biotyper.

Nessa analise foi possivel confirmar a identificacéo de 25 (34,72%) C. tropicalis,
16 (22,22%) C. albicans, 14 (19,44%) C. krusei, e, ainda, 11 (15,27%) C. glabrata, 3
(4,16%) C. parapsilosis, 2(2,77%) Kluyveromyces marxianus e 1 (1,38%)
Streptomyces lavendulae.

A técnica de MALDI Biotyper confirmou a identificacdo presuntiva das espécies
de Candida para todos as 53 cepas, além de identificar a presenca de outros
microrganismos conforme expresso na Tabela 3.

As andlises por Biotyper séo realizadas em duplicata e classificadas utilizando
os valores de escore propostos pelo fabricante: uma pontuacdo entre 2.00 e 3.000
indica a identificacdo confiavel de espécie; uma pontuacdo entre 1.7 e 1.99 indica a
identificacd@o confiavel de género e provavel identificacdo de espécie e uma pontuacao
abaixo de 1.6 indica que néo foi possivel a identificagcdo do organismo.

Tabela 3. Identificacdo de microrganismos por MALDI Biotyper dos isolados dos
aparelhos disjuntores.

Cepa Amostra Sitio Organismo Escore 1 Escore 2

1 Participante 1 Acrilico C. albicans 1.73 1.68
2 Participante 1 Acrilico | C. krusei (P. Kudriavzevii)* 1.77 1.64
3 Participante 1 Parafuso C. krusei (P. Kudriavzevii)* 1.79 1.76
4 Participante 1 Parafuso C. tropicalis 1.84 1.79
5 Participante 2 Parafuso C. krusei (P. Kudriavzevii)* 1.76 1.72
6 Participante 2 Parafuso C. tropicalis 1.99 1.97
7 Participante 3 Acrilico C. albicans 1.76 1.61
8 Participante 3 Acrilico C. krusei (P. Kudriavzevii)* 1.82 1.74
9 Participante 3 Parafuso C. albicans 2.01 1.99
10 Participante 3 Parafuso C. tropicalis 1.87 1.83
11 Participante 4 Acrilico C. krusei (P. Kudriavzevii)* 1.83 1.66
12 Participante 4 Acrilico C tropicalis 1.71 1.55
13 Participante 4 Parafuso C. tropicalis 1.76 1.74
14 Participante 5 Acrilico C. tropicalis 1.98 1.95
15 Participante 5 Parafuso C. tropicalis 1.74 1.7
16 Participante 6 Acrilico C. albicans 1.9 1.82
17 Participante 6 Acrilico C. krusei (P. Kudriavzevii)* 1.7 1.6
18 Participante 6 Acrilico C. tropicalis 1.87 1.79
19 Participante 6 Parafuso C. krusei (P. Kudriavzevii)* 2.14 2.05
20 Participante 6 Parafuso C. tropicalis 1.8 1.78
21 Participante 7 Acrilico C. albicans 1.8 1.77
22 Participante 7 Acrilico C. tropicalis 1.7 1.67
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23 Participante 7 Parafuso C. albicans 1.75 1.71

24 Participante 7 Parafuso C. tropicalis 1.81 1.8
25 Participante 8 Acrilico C. albicans 1.77 1.72
26 Participante 8 Parafuso C. albicans 1.7 1.6
27 Participante 9 Acrilico C. krusei (P. Kudriavzevii)* 1.84 1.69
28 Participante 9 Acrilico C. tropicalis 1.93 191
29 Participante 9 Parafuso C. krusei (P. Kudriavzevii)* 1.81 1.78
30 Participante 9 Parafuso C. tropicalis 2.17 2.13
31 Participante 10 Acrilico C. tropicalis 1.7 1.58
32 Participante 10 Parafuso C. tropicalis 1.7 1.63
33 Participante 11 Parafuso C. tropicalis 1.75 1.65
34 Participante 12 Acrilico C. albicans 1.78 1.78
35 Participante 12 Acrilico C. tropicalis 1.85 1.71
36 Participante 12 Acrilico C. krusei (P. Kudriavzevii)* 1.91 1.87
37 Participante 12 Parafuso C. albicans 1.7 1.59
38 Participante 12 Parafuso C. tropicalis 2.02 2.0
39 Participante 13 Acrilico C. tropicalis 1.76 1.62
40 Participante 13 Acrilico C. krusei (P. Kudriavzevii)* 1.92 1.92
41 Participante 13 = Parafuso C. tropicalis 1.75 1.71
42 Participante 14 Acrilico C. albicans 1.93 1.85
43 Participante 14 Acrilico C. tropicalis 1.78 1.52
a4 Participante 14 | Parafuso C. albicans 1.94 1.79
45 Participante 14 = Parafuso C. tropicalis 1.97 1.96
46 Participante 14 | Parafuso C. tropicalis 1.99 1.95
47 Participante 15 = Parafuso C. albicans 1.74 1.68
48 Participante 15 Acrilico C. albicans 1.9 1.79
49 Participante 16 Acrilico C. tropicalis 1.8 1.73
50 Participante 16 Acrilico C. krusei (P. Kudriavzevii)* 2.15 2.1
51 Participante 16 = Parafuso C. krusei (P. Kudriavzevii)* 2.1 2.01
52 Participante 16 | Parafuso C. tropicalis 1.88 1.82
53 Participante 17 = Parafuso C. tropicalis 1.73 1.45

* Nomenclatura presente na biblioteca utilizada no programa Biotyper.

3.5 Atividade antimicrobiana do Cinamaldeido: Determinacdo da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM), da Concentragéo Fungicida Minima (CFM) e da Concentragéo
Bactericida Minima (CBM)

Os resultados da CIM, CFM/CBM do cinamaldeido e do digluconato de
clorexidina para os microrganismos isolados dos sitios do parafuso estdo expressos
na Tabela 4, enquanto que para o sitio de resina acrilica foram representados na
tabela 5.
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Tabela 4. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima
(CFM)/Concentracéo Bactericida Minima (CBM) do cinamaldeido e do digluconato de
clorexidina no sitio do parafuso. Valores de CIM e CFM/CBM expressos em ug/mL

(UM).

CINAMALDEIDO DIGLUCONATO DE CLOREXIDINA

Amostra
1

O NGOV A WN

R R R R RRRR
N o uh WNRO

cIm
62.5 (269.07)
62.5 (269.07)
1.95 (8.39)
31.25 (132.53)
125 (538.14)
3.9 (16.79)
62.5 (269.07)
62.5 (269.07)
31.25 (132.53)
125 (538.14)
62.5 (269.07)
62.5 (269.07)
1.95 (8.39)
62.5 (269.07)
62.5 (269.07)
125 (538.14)
62.5 (269.07)

CFM/CBM
62.5 (269.07)
62.5 (269.07)

1.95 (8.39)
62.5 (269.07)
125 (538.14)

3.9 (16.79)
62.5 (269.07)
62.5 (269.07)
31.25 (132.53)
250 (1076.28)
62.5 (269.07)
62.5 (269.07)

1.95 (8.39)
62.5 ( 269.07)
62.5 (269.07)
125 (538.14)
62.5 (269.07)

cIm
24 (103.32)
24 (103.32)
0.18 (0.77)
6 (25.83)
48 (207.64)
0.37 (1.59)
24 (103.32)
24 (103.32)
12 (51.66)
> 96 (>413.29)
48 (207.64)
48 (207.64)
0.75 (3.22)
96 (413.29)
6 (25.83)
48 (207.64)
96 (413.29)

CFM/CBM
24 (103.32)
24 (103.32)
0.18 (0.77)
6 (25.83)
48 (207.64)
0.37 (1.59)
24 (103.32)
24 (103.32)
12 (51.66)
> 96 (>413.29)
48 (207.64)
48 (207.64)
0.75 (3.22)
96 (413.29)
6 (25.83)
48 (207.64)
96 (413.29)

Tabela 5 - Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima
(CFM) do cinamaldeido e do digluconato de clorexidina no sitio da resina acrilica.

Valores de CIM e CFM expressos em ug/mL (uM).

CINAMALDEIDO DIGLUCONATO DE CLOREXIDINA

Amostra

cIm
62.5 (269.07)
1.95 (8.39)
125 (538.14)
125 (538.14)
1.95 (8.39)
125 (538.14)
62.5 (269.07)
62.5 (269.07)
62.5 (269.07)
125 (438.14)
62.5 (269.07)
1.95 (8.39)
62.5 (269.07)
125 (538.14)

CFM/CBM
62.5 (269.07)
1.95 (8.39)
125 (538.14)
125 (538.14)
1.95 (8.39)
125 (538.14)
62.5 (269.07)
62.5 (269.07)
62.5 (269.07)
125 (538.14)
62.5 (269.07)
1.95 (8.39)
62.5 (269.07)
125 (538.14)

cIm
48 (207.64)
0.18 (0.77)
24 (103.32)
96 (413.29)
0.37 (1.59)
24 (103.32)
48 (207.64)
24 (103.32)
> 96 (413.29)
96 (413.29)
48 (207.64)
0.18 (0.77)
12 (51.66)
48 (207.64)

CFM/CBM
48 (207.64)
0.18 (0.77)
24 (103.32)
96 (413.29)
0.37 (1.59)
24 (103.32)
48 (207.64)
24 (103.32)
> 96 (413.29)
96 (413.29)
48 (207.64)
0.18 (0.77)
12 (51.66)
48 (207.64)

O composto apresentou atividade antimicrobiana sobre todas as amostras, com
valores de CIM variando de 1.95 ug/mL (67.16 uM) a 125.0 uyg/mL (537.28 uM) a
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depender do pool de microrganismos avaliado para ambos os sitios. O digluconato de
clorexidina 0,12% foi utilizado como controle e foi testado em concentracbes que
variaram de 0.18 a 96 ug/mL. Os controles de viabilidade celular e de esterilidade do
meio foram realizados, sendo também avaliado e constatado que o veiculo utilizado
para solubilizacéo das substancias, sendo esse o DMSO, n&o possibilitou interferéncia

no crescimento microbiano, bem como na esterilidade do meio.

4. Discusséo

Este € o primeiro estudo que analisa a microbiota dos aparelhos disjuntores
em pacientes com FLP e testa um fitoconstituinte como alternativa para higienizacao
e limpeza da boca.

Em relacdo ao perfil microbiano, foi possivel observar que multiplas Candida
spp. e outros microrganismos, como Kluyveromyces marxianus e Streptomyces
lavendulae estavam presentes, indicando a complexidade da microbiota oral em
pacientes com FLP usuarios de disjuntor palatino. Outros estudos que avaliaram a
microbiota da boca de pacientes com FLP que fazem uso de aparelhos com finalidade
ortodontica também identificaram a proliferacdo de diferentes microrganismos como
S. mutans, Lactobacillus spp. e bactérias gram-negativas patogénicas (Lucchese et
al., 2018), como também de diferentes espécies de Candida: C. albicans, C.
parapsilosis, C. dubliniensis, C. kefyr e C. krusei (Brzezinska-Zajgc et al., 2023). Este
perfil diversificado pode estar associado as caracteristicas anatdmicas e funcionais
especificas desses pacientes, que favorecem a colonizacdo e o crescimento de
diversas espécies microbianas, sendo intensificado pela presenca dos dispositivos
ortodénticos, que contribuem para um maior acumulo de placa (Switata et al., 2023).

Aparelhos ortoddnticos e ortopédicos, fixos ou removiveis, podem ter efeitos
prejudiciais sobre o controle do biofilme e modificacdo do ambiente ecoldgico da
cavidade oral, o que favorece a colonizagdo por microrganismos capazes de causar
condi¢cBes inflamatorias na mucosa (Vale et al.,, 2022) e predispor o individuo a
infeccdes fungicas (Torres, Alyazeedy, Yen, 2019; Luyten et al., 2023; Khdairi et al.,
2023). Nesse estudo foi observado hiperemia no palato de 13 participantes (76,47%),
condicdo clinica relacionada a alterac&o da circulagdo sanguinea na regiao, podendo

acontecer de forma natural ou como consequéncia de uma possivel infeccéo fungica
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ou inflamatéria, corroborando com que que esta descrito na literatura.

A dificuldade de higienizacdo também pode gerar o maior acumulo de placa e
viruléncia da microbiota oral. Os pacientes com FLP geralmente apresentam higiene
oral mais precaria em comparacao a individuos sem FLP, com indices de placa mais
altos e piores condi¢des periodontais, incluindo aumento da profundidade da bolsa de
sondagem e mobilidade dentaria (Rodrigues et al., 2019; Passinato Gheller et al.,
2021). Esses pacientes também apresentam niveis mais elevados de bactérias
periodontopatogénicas, como Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia em seu biofilme subgengival
(Passinato Gheller et al., 2021).

Um estudo de caso-controle comparou a microbiota relacionada a carie e
candidiase neonatal em bebés com até 04 meses com FLP e com palato normal. As
amostras coletadas evidenciaram uma contagem e colonizacdo de Streptococcus
mutans, Lactobacillus e Candida albicans significativamente maiores nos bebés com
FLP (Al-humairi et al.,, 2024). Pacientes com FLP em tratamento ortodéntico
apresentaram Indice de placa (IP), indice gengival (IG), indice de sangramento
gengival (ISG), profundidade de sondagem (PS) (Brata et al., 2024) e microbiota da
placa subgengival (P. gingivalis, P. intermedia, Veillonella e Capnocytophaga)
significativamente aumentadas em comparacdo com pacientes sem fissura (Brata et
al., 2024; Khatri et. al. 2024), indicando uma deterioracdo da saude bucal nesses
pacientes, evidenciando que pacientes com fissura submetidos a tratamento
ortodontico necessidade de refor¢co das praticas de higiene oral (Khatri et. al. 2024).
No estudo de Rodrigues et al. (2021), foi avaliado que o efeito da escovacéo
supervisionada ou ndo em criancas com FLP reduz significativamente a quantidade
de diferentes espécies bacterianas. Dessa forma, € essencial o desenvolvimento de
praticas de higiene oral, com atividades de educacao, aléem do desenvolvimento de
protocolos que permitam uma maior limpeza e diminuicdo da carga microbiana
presentes na boca dos pacientes com fissura.

A diferenca na colonizagdo microbiana entre os sitios analisados, indica que
caracteristicas estruturais dos aparelhos podem influenciar a formacédo do biofilme.
Especialmente nos aparelhos do tipo Haas, devido a presenca de resina acrilica, foi
observado a maior diversidade patogénica. Este aspecto pode explicar as diferencas

na contagem microbiana entre os sitios analisados (parafuso e resina acrilica) e
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destaca a necessidade de adaptacdes no design dos dispositivos para minimizar
pontos de retencédo de biofilme e facilitar a higienizacdo. Em pacientes sem fissura, o
uso de gluconato de clorexidina a 0,12% nas superficies livres dos expansores
palatinos de Haas ja foi testado, no qual se observou uma reducédo efetiva da
colonizagao por Streptococcus mutans, reduzindo o risco de céries dentarias (Bagatin
et al., 2017).

O cinamaldeido, além de ser um composto natural biodegradavel, apresenta
diversos beneficios, como baixo custo de obtencéo, cheiro agradavel - que permite
aceitabilidade ampla por consumidores, além de possuir propriedades
antimicrobianas, anti-inflamatadrias e antioxidantes (Wang et al., 2018). Com os dados
obtidos no presente estudo, foi possivel observar que o cinamaldeido apresentou
efeito antimicrobiano promissor na aplicabilidade do uso em pacientes com FLP que
fazem uso de aparelhos disjuntores. Os parametros toxicologicos do cinamaldeido ja
foram testados em um estudo prévio, no qual 0 mesmo nao se apresentou téxico ou
com atividade genotdxica nas concentracdes testadas, indicando que este é um
produto seguro e promissor (Alves et al., 2021).

Os dados indicam que o cinamaldeido apresenta atividade antimicrobiana
com valores de Concentracgao Inibitoria Minima (CIM) competitivos com a clorexidina,
padrdo ouro em higiene bucal. Os resultados de CFM/CBM demonstram que o
cinamaldeido pode ser uma alternativa viavel para reduzir a carga microbiana sem os
efeitos colaterais associados ao uso prolongado de clorexidina, como alteragbes na
cor dos dentes e restauracdes, além do gosto residual desagradavel na boca e
alteracdes na mucosa (James et al., 2017). Levando em consideracdo os efeitos
colaterais decorrentes do uso prolongado da clorexidina, € importante buscar por
alternativas naturais, como o cinamaldeido, o que reforca a relevancia do presente

estudo.

5. Concluséao

Conclui-se que o uso de disjuntores palatinos fixos em protocolos ortodonticos
em paciente com FLP potencializa a colonizagdo por microrganismos capazes de
causar condi¢des inflamatorias e infeccbes fungicas. Foi possivel observar a

complexidade e diversidade da microbiota oral entre os participantes, incluindo
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Candida spp. e outros microrganismos, como Kluyveromyces marxianus e
Streptomyces lavendulae. A diferenca na colonizacdo entre os sitios analisados,
indicou que caracteristicas estruturais dos aparelhos também podem influenciar a
formacgéo do biofilme. Contudo, o cinamaldeido demonstrou eficacia como agente
antimicrobiano em biofilmes formados sobre disjuntores palatinos fixos utilizados por
esses pacientes. Este composto natural biodegradavel mostrou atividade fungicida e
bactericida contra diferentes espécies microbianas, incluindo Candida spp., com
concentragdo inibitéria minima comparavel em relagdo a clorexidina, considerada

padrao-ouro e amplamente utilizada na higiene oral.
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5. Considerag®es finais

e Este estudo permitiu a obtencéo de informac@es clinicas sobre a saude
bucal e geral, bem como informac6es sociodemograficas, dos pacientes
com FLP atendidos no HULW/UFPB. Esses resultados podem ajudar a
estabelecer parametros clinicos mais detalhados, através de outros
sinais associados e, também, nortear protocolos meédicos e
odontologicos, aumentando a efetividade de acbes voltadas a esses
pacientes, bem como ajudar a elucidar os mecanismos envolvidos nessa
condicdo complexa;

e Foram identificados microrganismos envolvidos no biofilme formado
sobre disjuntores palatinos, evidenciando a complexidade e diversidade
da microbiota oral entre os participantes, incluindo multiplas espécies de
Candida e outros microrganismos, como Kluyveromyces marxianus e
Streptomyces lavendulae;

e Foi observada diferenca na colonizacéo entre os sitios analisados, indica
gue caracteristicas estruturais dos aparelhos também podem influenciar
a formacéao do biofilme;

e Ressalta-se que o0 uso de aparelhos disjuntores fixos em protocolos
ortoddnticos utilizados por esse paciente pode potencializar a
colonizacdo por microrganismos capazes de causar condicOes
inflamatéria na mucosa, aumentando o risco de infeccbes fungicas,
conforme observado no estudo;

e Os resultados demonstraram que o cinamaldeido apresenta atividade
antimicrobiana significativa, com eficacia comparavel a clorexidina,
sendo capaz de inibir o crescimento de fungos e bactérias em
concentragcbes variadas, sendo uma alternativa promissora para a
higienizacdo de dispositivos ortoddnticos e controle microbiano.

Estudos futuros sdo necessarios para avaliar a aplicabilidade clinica em larga

escala e explorar seu potencial em outras condicbes semelhantes.
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DOS DISJUNTORES TIPO HAAS EM PACIENTES COM FISSURA LABIOPALATINAS

Pesquisador: Jéssica Amorim Theotonio Pereira
Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 73017023.4.0000.5188

Instituicdo Proponente: Centro De Ciéncias da Saude
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 6.594.359

Apresentacéo do Projeto:

Trata-se de projeto do tipo clinico-laboratorial com coleta de material biolégico de pacientes com fissuras
labiopalatinas. O objetivo do estudo é determinar o perfil microbiano dos biofilmes formados sobre aparelhos
disjuntores do tipo HAAS e avaliar a atividade antimicrobiana do cinamaldeido sobre os microrganismos
isolados. Os proponentes pretendem identificar os microrganismos do biofilme formado nos disjuntores,
através do cultivo de amostras em meios de culturas especificos e espectrometria de massa (Maldi-TOF).
Em adicdo, sera avaliada a atividade antimicrobiana do cinamaldeido sobre os microrganismos isolados
desse biofilme, por meio dos ensaios para determinagcdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM),
Concentragdo Fungicida Minima (CFM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM). Os desfechos
esperados sdo: - determinar quais microrganismos estdo presentes em maior prevaléncia nos biofilmes
formados nos disjuntores tipo Haas, utilizados por pacientes com fissuras labiopalatinas, e, - estabelecer a
efeito do cinamaldeido sobre os microrganismos

isolados, visando, propor futuramente, uma alternativa eficaz e viavel para o controle do biofilme nesse
grupo de pacientes. A amostra esta estimada em 18 individuos calculado por técnicas estatisticas
adequadas. O projeto pode trazer beneficios diretos quanto ao monitoramento e risco de infec¢des por uso
prolongado de aparelhos nesse tipo de paciente.
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Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Identificar o perfil microbiano em biofilmes formados sobre disjuntores palatinos tipo
HAAS em pacientes com fissuras labiopalatinas transforame uni

e bilaterais e testar o efeito antimicrobiano do cinamaldeido nos microrganismos isolados.

Objetivos Secundarios:

.Obter informacgdes clinicas sobre a salde bucal e saude geral dos pacientes fissurados atendidos no
HULW/UFPB; Identificar os microrganismos envolvidos no biofilme formado sobre disjuntor palatino tipo
Haas; Correlacionar as informac¢des clinicas de saude geral do tipo inflamatéria com a colonizacao de
microrganismos no disjuntor palatino tipo Haas;Comparar a eficacia antimicrobiana do Cinamaldeido nas
cepas de fungos e bactérias;Avaliar diferencas entre a prevaléncia dos microorganismos supracitados, em
pacientes com fissura

labiopalatina transforame, usuarios do disjuntor palatino tipo Haas, no sitio recoberto por acrilico e pr6ximo

ao parafuso do dispositivo;

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Esta pesquisa oferece riscos minimos aos participantes. O risco principal na

participacdo dessa pesquisa € o risco de se perder o anonimato em participar. Para

minimizar esse risco, todas as informacdes relativas aos participantes desse trabalho serdo

guardadas em arquivos eletrdnicos protegidos por senha em computadores também

protegidos por senha localizados em locais de acesso restrito. Toda documentagéo em

papel (documentacgédo de termos de consentimento e ficha clinica) sera guardada em

armarios trancados a chave localizados em locais de acesso restrito. O acesso a toda

documentacao dessa pesquisa soO sera dado aos membros da equipe diretamente

envolvidos nesse projeto. A etapa de entrevista apresenta riscos minimos previsiveis. O risco principal para
essa etapa seria 0 constrangimento que o participante ou seu responséavel legal poderia sentir diante das
perguntas elencadas no questionario. Para minimizar esse risco, todas as informacdes necessarias serédo
cuidadosamente coletadas pelo pesquisar em ambiente apropriado, por um profissional qualificado que
buscara realizar o atendimento de forma profissional, ética e humana. Caso note-se qualquer tipo de
constrangimento ou incbmodo, a etapa sera imediatamente interrompida.

A remocéao do disjuntor para coleta do biofilme pode gerar algum dano ao

aparelho. A fim de minimizar este risco, sua remocao e instalacéo serdo realizados com

0 uso de instrumentos especificos e executados por ortodontistas qualificados, utilizandose
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todos os cuidados e normas, equipamentos e insumos relativos a biosseguranca, bem
como em ambiente adequado a este exame. sem que haja henhum constrangimento ao
individuo. Seréo respeitados valores morais, culturais, religiosos, sociais e éticos.
Beneficios

Os participantes ndo se beneficiaram diretamente de sua participagcéo nesta

pesquisa, entretanto como beneficio futuro ao estudo pode-se citar a discussao cientifica
e a divulgacao de informac6es que resultardo em um melhor conhecimento sobre o perfil
microbiano e do controle do biofilme nos aparelhos disjuntores.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

O percurso metodolégico principal: A coleta dos dados ser& dividida em 2 etapas. A primeira etapa consistira
em uma entrevista, em ambiente fechado, localizado no Servigo de

Fissuras Labiopalatinas do HULW e constara informacdes de ordem de saude geral e odontoldgica, historico
patolégico pregresso, informacdes sobre a fissura labiopalatina e procedimentos ja realizados, histérico
familiar, idade, sexo e perfil socioeconémico (apéndice C). Todos os participantes receberdo uma explicacdo
a respeito da pesquisa e a partir do aceite, sera realizada a coleta das informacdes. A segunda etapa sera
composta pela coleta do biofilme presente no disjuntor palatino tipo Haas. A coleta do biofilme sera realizada
na sala destinada ao setor de ortodontia do servi¢co de fissuras labiopalatinas do HULW/UFPB. O
ortodontista do setor ir4 realizar a remocé&o do disjuntor e, imediatamente apds a remocédo do aparelho, o
pesquisador responsavel ira proceder com a coleta do biofilme no dispositivo. As amostras do material
biolégico serdo coletadas a partir da utilizacdo de swabs estéreis, que serdo umedecidos em solucao
fisiolégica estéril e aplicados em dois sitios distintos, na regido

acrilica do palato e proxima ao parafuso expansor, com movimentos de vai e vém (friccdo), por 30
segundos, em cada sitio. Para cada dispositivo, serdo coletadas trés amostras, que serdo inseridas em um
tubo de ensaio estéreis com 1 mL de solu¢éo salina, na concentracao de 0,85%, e condicionadas em um
isopor com gelo para o transporte até o laboratério para posterior determinacéo do perfil microbiana.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:
Termos de apresentacao obrigat6ria incluidos no protocolo

Recomendacgdes:
nada a declarar

Endereco: Campus |/ Prédio do CCS UFPB - 1° Andar

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 58.051-900
UF: PB Municipio: JOAO PESSOA
Telefone: (83)3216-7791 Fax: (83)3216-7791 E-mail: comitedeetica@ccs.ufpb.br

Pagina 03 de 05



CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DA PARAIBA -

CCS/UFPB

Continuacé&o do Parecer: 6.594.359

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
O presente protocolo ndo apresenta Obices éticos.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

P

gzt

Certifico que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da

Paraiba — CEP/CCS aprovou a execucgdo do referido projeto de pesquisa. Outrossim, informo que a

autorizacao para posterior publicacdo fica condicionada a submissédo do Relatério Final na Plataforma Brasil,

via Notificacéo, para fins de apreciagdo e aprovacao por este egrégio Comité.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES _BASICAS DO _P | 06/12/2023 Aceito
do Projeto ROJETO 2189619.pdf 17:28:27
Outros CartaResposta.pdf 06/12/2023 |Jéssica Amorim Aceito
17:28:12 | Theotonio Pereira

Projeto Detalhado / | ProjetoDetalhadoCorrrigido.pdf 06/12/2023 |Jéssica Amorim Aceito

Brochura 17:27:10 | Theotonio Pereira

Investigador

Cronograma Cronograma.pdf 06/12/2023 |Jéssica Amorim Aceito
17:26:53 | Theotonio Pereira

TCLE / Termos de | TA.pdf 06/12/2023 |Jéssica Amorim Aceito

Assentimento / 17:26:36 | Theotonio Pereira

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 06/12/2023 |Jéssica Amorim Aceito

Assentimento / 17:26:27 | Theotonio Pereira

Justificativa de

Auséncia

Outros CartaRespostaAoCEP.pdf 21/09/2023 |Jéssica Amorim Aceito
13:04:52 | Theotonio Pereira

Outros Anuencialnstituicao.pdf 21/09/2023 |Jéssica Amorim Aceito
13:04:35 | Theotonio Pereira

Declaracéo de Termo_Paula.pdf 11/08/2023 |Jéssica Amorim Aceito

Pesquisadores 13:30:14 | Theotonio Pereira

Folha de Rosto FolhaDeRosto.pdf 11/08/2023 |Jéssica Amorim Aceito
13:08:01 | Theotonio Pereira

Outros CertidaoColegiado.pdf 07/08/2023 |Jéssica Amorim Aceito
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Outros CertidaoColegiado.pdf 10:49:04 | Theotonio Pereira Aceito
Declaracéo de Termo_Vitor.pdf 07/08/2023 |Jéssica Amorim Aceito
Pesquisadores 10:47:57 | Theotonio Pereira
Declaracéo de Termo_Rosa.pdf 07/08/2023 |Jéssica Amorim Aceito
Pesquisadores 10:47:47 | Theotonio Pereira
Declaracao de Termo_Ricardo.pdf 07/08/2023 |Jéssica Amorim Aceito
Pesquisadores 10:47:23 | Theotonio Pereira
Declaracéo de Termo_AnaKaroline.pdf 07/08/2023 |Jéssica Amorim Aceito
Pesquisadores 10:47:09 | Theotonio Pereira
Outros TermoDeCompromissoFinanceiroPesqui| 04/08/2023 |Jéssica Amorim Aceito
sador.pdf 13:53:33 | Theotonio Pereira
Declaracéo de TermoResponsabilidaPesquisador.pdf 04/08/2023 |Jéssica Amorim Aceito
Pesquisadores 13:52:41 | Theotonio Pereira
Orcamento Orcamento.pdf 04/08/2023 |Jéssica Amorim Aceito
13:08:34 | Theotonio Pereira

Situacao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o
JOAO PESSOA, 20 de Dezembro de 2023
Assinado por:
Eliane Marques Duarte de Sousa
(Coordenador(a))
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Apéndice B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA
Prezado (a), participante de pesquisa,

Este € um convite para participar de uma pesquisa chamada “Efeito do cinamaldeido sobre
microrganismos isolados de disjuntores palatinos em pacientes com fissuras labiopalatinas”, que
esta sendo desenvolvida por Jéssica Amorim Theotonio Pereira, aluna do Curso de P6s-Graduacao
em Nivel de Mestrado em Odontologia da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), sob a
orientacdo do Prof. Ricardo Dias de Castro e coorientacdo da Dra. Rosa Helena Wanderley
Lacerda. Para tanto vocé precisara assinar o TCLE que visa assegurar a protecéo, a autonomia e
0 respeito aos participantes de pesquisa em todas as suas dimensfes: fisica, psiquica,
moral,intelectual, social, cultural e/ou espiritual — e que a estruturacdo, o conteudo e forma de
obtencao dele observam as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres
humanos preconizadas pela Resolucao 466/2012 e/ou Resolucdo 510/2016, do Conselho Nacional
de Saude e Ministério da Saude.

Sua decisédo de participar neste estudo deve ser voluntaria e que ela ndo resultard em nenhum
custo ou 6nus financeiro para vocé (ou para o seu empregador, quando for este o caso) e que vocé
nao sofrera nenhum tipo de prejuizo ou puni¢do caso decida nao participar desta pesquisa. Todos
os dados e informacdes fornecidos por vocé serdo tratados de forma andnima/sigilosa, nao
permitindo a sua identificagéo.

Antes de decidir sobre sua participacdo é importante que entenda o motivo de a mesma estar
sendo realizada e como ela se realizara, portanto, leia atentamente as informacdes que seguem e
se tiver alguma davida, consulte a pesquisadora responsavel ou o Comité de Etica em Pesquisa.
O objetivo deste estudo é identificar o perfil microbiano em biofilmes formados sobre disjuntores
palatinos tipo Haas e testar o efeito antimicrobiano do cinamaldeido nos microrganismos isolados,
em pacientes com fissuras labiopalatinas, atendidos no Hospital Universitario Lauro Wanderley,
UFPB, em Jodo Pessoa, Paraiba. Tem como justificativa a necessidade de estudos que
investiguem o perfil microbiano presente no biofilme dos disjuntores tipo Haas em pacientes
fissurados, bem como investigacdo de métodos promissores para controle e higienizacdo desses
dispositivos, contribuindo, assim, para o desenvolvimento de projetos preventivos e na melhoria da
gualidade de vida desses pacientes.

Sua participacdo neste trabalho consiste em responder a um formulario fornecendo alguns
dados demograficos como sexo, idade e regido geografica a qual pertence, além de alguns dados
sobre sua saude geral e odontolégica. Caso sinta algum tipo de constrangimento ou nao se sinta
confortavel em responder algumas das perguntas elencadas, a etapa sera interrompida
imediatamente. Além da etapa de entrevista, sua participacdo consiste em permitir a coleta do
biofilme contido no disjuntor tipo Haas, para tanto, o ortodontista responsavel ira remover o aparelho
e a pesquisadora responsavel ira coletar uma pequena amostra do biofilme presente no préprio
dispositivo. Apdés isso, o dispositivo sera higienizado e recolocado pelo ortodontista do setor de
fissuras do HULW. S&o previstos riscos minimos durante a sua participacdo nesse estudo, o0 risco
principal na participacdo dessa pesquisa € o risco de se perder o anonimato em participar,
entretanto, serdo tomados todos os cuidados necessarios para protecdo de seus dados e
informacdes. Além disso, todas as etapas serdo realizadas exclusivamente por uma pesquisadora
e, para evitar a identificacdo de suas respostas, os formularios serdo depositados na sua presenca,
em envelope unico. Ja o TCLE sera recolhido em outro envelope, separado dos formularios. Outro
possivel risco € a danificacdo do aparelho durante a sua remocéo e colocacao. Para evitar que iSso
ocorra, profissionais especializados irdo proceder com a manipulagao do aparelho e, ocorrendo
gualquer dano, prontamente serd consertado. Ainda assim, caso venha a sentir qualquer
constrangimento ou desconforto diante das perguntas ou coleta do biofilme presente no aparelho,
a etapa sera imediatamente interrompida.

Apesar da existéncia de riscos, os beneficios oferecidos serdo superiores. Os resultados
dessa pesquisa possibilitardo obter dados mais precisos a respeito da microbiota presente no



biofilme dos disjuntores tipo Haas que possuem fissura transforame e possiveis meios eficazes de
controle efetivo desse biofilme. Além disso, os resultados poderao ser disseminados ndo so para a
comunidade cientifica, mas principalmente para a populacdo em geral.

A equipe da pesquisa estara permanentemente, mesmo apds o encerramento deste estudo,
a sua disposicao para prestar informacdes sobre a microbiota presente nos disjuntores tipo Haas
em pacientes com fissuras labiopalatinas, bem como métodos para controle efetivo do biofilme
presente nesses dispositivos. Mesmo apés o0 encerramento do estudo a equipe da pesquisa
prestara quaisquer esclarecimentos ou orientacdes que vocé julgar necessario em relacéo ao tema
abordado. Informamos que a sua participacdo é voluntaria e, portanto, vocé ndo é obrigado a
fornecer as informacdes e/ou colaborar com os pesquisadores, nem tampouco recebera nenhuma
remuneracao por isso. Vocé tem o direito de decidir ndo participar do estudo, ou de desistir de
participar a qualquer momento, sem nenhum dano, prejuizo ou constrangimento.

Todas as informagdes obtidas em relacdo a esse estudo permanecerdo em absoluto sigilo,
assegurando protecéo de sua imagem, de sua privacidade e respeitando valores morais, culturais,
religiosos, sociais e éticos. Os resultados dessa pesquisa poderdo ser apresentados em
congressos ou publicacbes cientificas, porém sua identidade ndo serd divulgada nestas
apresentacoes, nem serdo utilizadas quaisquer imagens ou informacgdes que permitam a sua
identificacdo. Este documento foi elaborado em duas vias de igual conteudo, que deverdo ser
rubricadas em todas as suas paginas e assinadas, ao seu término, pelo participante da pesquisa e
pela pesquisadora responsavel. Vocé recebera uma das vias e a outra ficara arquivada com os
responsaveis pela pesquisa. Nao € previsto que vocé tenha nenhuma despesa na participacéo
nesta pesquisa ou em virtude da mesma, todavia, caso vocé venha a ter qualquer despesa em
decorréncia de sua contribuicdo neste estudo, sera plenamente ressarcido. Ressaltamos ainda que
no caso de eventuais danos acarretados pela participacdo no presente estudo, vocé sera
indenizado.

Em caso de davidas quanto aos seus direitos ou sobre o desenvolvimento deste estudo vocé
pode entrar em contato com a pesquisadora responsavel, Jéssica Amorim Theotonio Pereira, ou
com o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satde, da Universidade Federal da
Paraiba (CEP-CCS-UFPB).

Ap0s ter sido informado sobre a finalidade da pesquisa “Avaliagao microbiolégica e de efeito
do cinamaldeido no biofilme dos disjuntores tipo Haas em pacientes com fissura labiopalatinas” e
apos ter lido os esclarecimentos prestados anteriormente no presente Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, eu estou plenamente de
acordo em participar do presente estudo, permitindo que os dados obtidos sejam utilizados para os
fins da pesquisa, estando ciente que os resultados serdo publicados para difusao e progresso do
conhecimento cientifico e que minha identidade sera preservada. Estou ciente também que
receberei uma via deste documento. Por ser verdade, firmo o presente.

Joéo Pessoa — PB I/

Assinatura do participante da pesquisa

Impresséo datiloscépica

Assinatura do pesquisador responsavel

Contato da pesquisadora responsavel: Jéssica Amorim Theotonio Pereira; Enderego: P6s-Graduacdo em Odontologia Campus I, UFPB, Jodo Pessoa — PB;
Telefone: (21) 9 9148.8440; e-mail: jessica.theotonio@hotmail.com
Comité de Etica em Pesquisa (CEP): Centro de Ciéncias da Satde (1° andar) da Universidade Federal da Paraiba Campus | — Cidade Universitaria / CEP:
58.051-900 — Jodo Pessoa-PB; Telefone: +55 (83) 3216-7791; E-mail: comitedeetica@ccs.ufpb.br; Horario de Funcionamento: de 07h as 12h e de 13h as 16h;
Homepage: http://www.ccs.ufpb.br/eticaccsufpb
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Apéndice C - Termo de Assentimento

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAiBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA

Ola! Este é um convite para participar de uma pesquisa chamada “Efeito do cinamaldeido
sobre microrganismos isolados de disjuntores palatinos em pacientes com fissuras labiopalatinas”,
Sabemos que o nome é grande e dificil, mas fique tranquilo(a), pois s6 iremos fazer algumas
perguntas, examinar seus dentinhos e coletar um pouco da “sujeira” do seu aparelho do céu da
boca. Nés so6 faremos isso caso vocé deixe! As criancas que participarao desta pesquisa tém entre
6 e 12 anos de idade, assim como vocé. Caso ndo queira participar da pesquisa, € um direito seu
e ndo terd nenhum problema em recusar ou desistir. Além disso, iremos interromper qualquer
momento caso vocé sinta algum incébmodo ou desconforto.

A qualquer momento vocé pode procurar a pesquisadora Jéssica Amorim Theotonio Pereira
ou falar com o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade
Federal da Paraiba (CEP-CCS-UFPB). Todas as formas para conseguir falar com a gente estdo no
final da folha (endereco, telefone e e-mail).

Ninguém saberd que vocé estd participando da pesquisa, somente VOCé e seus
responsaveis! Também nédo falaremos a outras pessoas, nem daremos a estranhos as informacdes
gue vocé nos der. Os resultados da pesquisa vao ser divulgados, mas sem sua identificagcao.
Lembrando que a qualquer momento vocé pode ndo querer mais participar da pesquisa.

Se vocé tiver alguma davida, vocé pode me perguntar a qualquer momento, estad bem?

Eu aceito participar
da pesquisa “Avaliagao microbioldgica e de efeito do cinamaldeido no biofilme dos disjuntores tipo
Haas em pacientes com fissura labiopalatinas”. Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que,
a qualquer momento, posso dizer “nao” e desistir e que ninguém vai ficar bravo comigo. Os
pesquisadores tiraram minhas dlvidas e conversaram com 0S meus responsaveis. Recebi uma
copia deste termo, li e concordo em participar.

Jo&o Pessoa — PB / /

_Participante da pesquisa

Impresséo datiloscépica

Pesquisador responsavel

Contato da pesquisadora responsavel: Jéssica Amorim Theotonio Pereira; Endereco: P6s-Graduacdo em Odontologia Campus |, UFPB, Jodo Pessoa — PB;
Telefone: (21) 9 9148.8440; e-mail: jessica.theotonio@hotmail.com

Comité de Etica em Pesquisa (CEP): Centro de Ciéncias da Satde (1° andar) da Universidade Federal da ParaibaCampus | — Cidade Universitaria / CEP:
58.051-900 — Jodo Pessoa-PB; Telefone: +55 (83) 3216-7791; E-mail: comitedeetica@ccs.ufpb.br; Horario de Funcionamento: de 07h as 12h e de 13h as 16h;
Homepage: http://www.ccs.ufpb.br/eticaccsufpb
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APENDICE 4 — FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS DA ENTREVISTA

cODIGO: Género: Idade: Quantidade de irméos:
Cidade natal: Cidade de procedéncia: Regido:
Idade da mée: Idade do pai: Histérico familiar () sim () ndo

Se sim, grau de parentesco:
Consanguinidade dos pais () sim () ndo

Histérico de doencas na familia: () diabetes () doenga cardiovascular () cancer () tabagismo materno
uso materno do acido félico () sim () nédo
Substancias alcodlicas ou teratogénicas durante a gestacao () sim () ndo

Malformacdo associada: () auséncia de sindromes ou malformacfes associadas

() Sindrome de Pierre Robin () Sindrome de Van der Woud () Malformacdes cardiol6gicas
() Ma formagéo neuroldgica () Craniossinostose sem definicdo de sindrome

()Outras:

Tipo Fissura:

1.Fissura pré-forame incisivo:

() Unilateral: () Direita () Esquerda / () Completa () Incompleta

() Bilateral: () Completa () Incompleta

() Mediana: () Completa () Incompleta

2. Fissura Transforame Incisivo:

() Unilateral: () Direita () Esquerda () Bilateral () Mediana
3. Fissura pés-forame Incisivo: () Completa () Incompleta

4. Fissuras raras da face:

Cirurgias realizadas:

() Queiloplastia: () Cir. ortognatica:

() Palatoplastia: () Alongamento de columela
() Cirurgias secundarias: () outros

( )Enxerto 6sseo: procedimentos

() Rinoplastia: Cirurgiao:

Histéria Patoldgica Pregressa:

() Otite de repeticdo () Infeccao urinaria

() Dor de garganta () Infeccao gastrointestinal
() Infeccdes das vias respiratorias () Dor de origem dentaria
()Outras:

Avaliacdo Odontolégica

.Qualidade de higiene bucal:

.Frequéncia e meios utilizados na limpeza dos dentes:
.Dentes cariados:

.Dentes perdidos:

.Dentes restaurados:

Informagdes sociais

Renda familiar:

NUmero de pessoas que moram na casa:

Condi¢cbes de moradia: () alvenaria () madeira () taipa () outro
Moradia: () propria () alugada () cedida () compartilhada

Tipo de aparelho:
Tempo de uso:
Presenca de hiperemia no palato: () sim () néo
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