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RESUMO

A protese maxilofacial esta entre as varias modalidades da protese bucomaxilofacial,
sendo responsavel por reconstruir artificialmente as perdas de substancia da regido
de cabecga e pescogo. No entanto, estes materiais podem tornar-se meio de cultura
propicio para o desenvolvimento de dermatites recorrentes. O objetivo deste estudo
foi avaliar o efeito antibacteriano de dois elastdbmeros maxilofaciais submetidos ao
tratamento desinfetante com extrato glicolico de propolis verde brasileiro. Para a
realizacdo do estudo foram confeccionados corpos de prova de dois tipos de
elastdbmeros maxilofaciais (RTV-Room Temperature Vulcanization e HCR- High
Consistency Silicone Elastomer) no tamanho de 10 mm de didmetro e 2 mm de
espessura; e esterilizados. Para a avaligdo microbioldgica as amostras de S. aureus
foram utilizadas e submetidas a 24 horas de crescimento e desenvolvimento do
biofilme sobre a superficie dos espécimes. Estes foram tratados com as solugdes
propostas no estudo durante 15 min: salina a 0,9% como controle positivo; gluconato
de clorexidina a 2% como controle negativo; e glicdlica de prépolis verde, nas
concentragdes de 11%, 16% e 20%; Daro Brand antibacteriano sabonete gel e Daro
Brand antimicrobiana liquido. Ao todo, foram utilizados 42 espécimes dos dois
elastbmeros makxilofaicais (n=3) e eles foram aleatoriamente distribuidos aos
tratamentos. Em seguida foram vortexados para desagregar o biofilme implantado, e
a avaliagdo quantitativa do biofilme foi realizada pela contagem do numero de
unidades formadoras de colénias (UFC/mL). Os dados obtidos no estudo foram
submetidos a analise estatistica de Analise de Variancia (ANOVA) dois-fatores.
Verificou-se pelos resultados que os espécimes de ambos os elastdbmeros de
silicone facial tratados com as solugbes de extrato glicolico de prépolis verde nas
concentragdes de 11%, 16% e 20%; e clorexidina a 2% nao apresentaram UFC/mL
na cepa de S. aureus, identificando o amplo espectro antibiofiime destes
tratamentos. O antimicrobiano DaroBrand de ambos os elastdmeros faciais
apresentou menor UFC/mL comparado a solugao salina e o DaroBrand sabonete,
com diferenca estatistica significante. Conclui-se que as solug¢des de extrato glicolico
de prépolis verde sao alternativas eficazes na desinfecgao de préteses maxilofaciais

confeccionadas para ambos os elastdmeros propostos.

Palavras-chaves: Propole. Biofilme. Elastdmero maxilofacial. Protese maxilofacial.



ABSTRACT

The maxillofacial prosthesis is among the various modalities of the maxillofacial
prosthesis, being responsible for artificially reconstructing the loss of substance in the
head and neck region. However, these materials may become a culture medium
conducive to the development of recurrent dermatitis. The aim of this study was to
evaluate the antibacterial effect of two maxillofacial elastomers submitted to
disinfectant treatment with glycolic extract of Brazilian green propolis. For the study,
specimes of two types of maxillofacial elastomers (RTV-Room Temperature
Vulcanization and HCR-High Consistency Silicone Elastomer) were made in the size
of 10 mm in diameter and 2 mm in thickness; and sterilized. For microbiological
evaluation, S. aureus samples were used and subjected to 24 hours of biofilm growth
and development on the disc surface. They were treated with the proposed solutions
in the study for 15 min: 0.9% saline as positive control; 2% chlorhexidine gluconate
as negative control; and green propolis glycol, at concentrations of 11%, 16% and
20%; Daro Brand antibacterial soap and Daro Brand antimicrobial liquid. In total, 42
specimes of the two maxillofacial elastomers (n = 3) were used and they were
randomly assigned to treatments. Then they were vortexed to disaggregate the
implanted biofilm and the quantitative biofilm evaluation was performed by counting
the number of colony forming units (CFU/mL). The data obtained in the study were
submitted to statistical analysis: Two-way Analysis of Variance (ANOVA). The results
showed that the specimes of both facial silicone elastomers treated with green
propolis glycolic extract solutions at concentrations of 11%, 16% and 20%; and 2%
chlorhexidine did not present CFU/mL in S. aureus strain, identifying the broad
antibiofilm spectrum of these treatments. The DaroBrand antimicrobial of both facial
elastomers had lower CFU/mL compared to saline and DaroBrand soap, with a
statistically significant difference. It can be concluded that green propolis glycolic
extract solutions are effective alternatives for the disinfection of maxillofacial

prostheses made for both proposed elastomers.

Palavras-chaves: Propolis. Biofilm. Maxillofacial elastomer. Maxillofacial Prosthesis.
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1 INTRODUGAO

A odontologia possui papel crucial na reabilitagdo maxilofacial em pacientes
portadores de malformagdes congénitas e mutilagdes traumaticas ou patoldgicas. A
confecgdo de proteses intra e extra-orais (maxilofaciais) com biomateriais permite a
reabilitacdo do paciente, devolvendo a anatomia, fungao e estética, além de auxiliar
na terapia psicoldgica. A protese facial esta entre as varias modalidades da protese
bucomaxilofacial, sendo responsavel por reconstruir artificialmente ou
aloplasticamente as perdas de substancia da regido de cabecga e pescocgo. (GOIATO
et al., 2012; BECKER et al., 2016; ALFENAS et al., 2017). Essa area da odontologia
restaura a anatomia facial perdida ou comprometida por neoplasias malignas,
traumas ou defeitos congénitos, por meio de substitutos artificiais, devolvendo a
estética, além de contribuir para elevar a autoestima dos pacientes mutilados,
reintegrando-os, assim, ao convivio social (BECKER et al., 2016).

Algumas neoplasias, como por exemplo, o carcinoma adenoide cistico (CAC),
que € um tumor maligno de glandulas salivares de crescimento lento, porém tem
uma invasao tumoral agressiva e de progndstico desfavoravel (AMORIM et al.,
2003.; KOKEMUELLER et al., 2004; NEVILLE et al., 2009; PALMEIRO et al., 2005.).
Além desta, a endoftalmite € uma das complicagbes mais graves ocorridas ao globo
ocular. Entre todas as etiologias € mais comum o desenvolvimento dessa lesdo apos
trauma (4,2%) (DUCH-SAMPER et al., 1997), o que pode ser devido a falta de
assepsia da situagcdo (SCHIRMBECK et al.,, 2000). Sendo assim, as cirurgias
ressectivas podem ser eleitas para este tipo de neoplasia (MARAMBAIA et al., 2008)
e lesdo, 0 que tornariam possiveis pacientes para este tipo de protese facial.

Atualmente, o elastdmero maxilofacial é considerado o material que mais se
aproxima do ideal para proéteses faciais, por apresentar facilidade de manipulacéo,
boas propriedades fisicas e mecanicas, biocompatibilidade, custo relativamente
baixo, permitir pigmentacdo e caracterizagdo, e ter textura semelhante a da
epiderme, possibilitando que seja alcangado padrao estético agradavel, a ponto de a
protese ser mimetizada aos tecidos circunjacentes, atingindo aparéncia natural
(HATAMLEH et al., 2016). No entanto, esses materiais de confec¢cao das proteses,
que séo os elastbmeros maxilofaciais, podem também apresentar alguns problemas
associados com a sua utilizagdo, tais como a absor¢do de agua, deformacéo

permanente, deterioracdo superficial e alteracdo de cor a longo prazo (HADDAD et
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al., 2011; DOS SANTOS et al., 2012; GUIOTTI et al., 2016; NOBREGA et al., 2016).
Adicionalmente, a colonizagdo de proteses faciais por microrganismos tem sido
relatada na literatura (ARIANI et al., 2012 e 2015).

E conhecido que as proteses maxilofaciais, tanto epiteses, quanto
anaplerose (contidas em uma cavidade), quando instaladas, e em contato com as
margens do tecido remanescente ao defeito facial ou loja cirurgica, em sua grande
maioria, estdo contaminadas com os fluidos humanos, como sangue, suor e lagrima
do paciente. (HENRIQUES et al., 2005; PARANHOS et al., 2007; GOIATO et al.,
2010; ARIANI et al., 2012). Com isso, a superficie da prétese maxilofacial pode se
tornar um reservatério para a colonizacdo de uma determinada microbiota
(PARANHOS et al., 2007; ARCIOLA et al., 2012; ARIANI et al., 2015). A maioria dos
microrganismos infecciosos e colonizadores de superficies de biomateriais s&o
encontrados como comunidades microbianas complexas, encapsulados dentro de
uma matriz extracelular, que permanece ligada a superficie de biofilme formada
(HENRIQUES et al. 2005; ARCIOLA et al.,, 2012; XU et al.,, 2014). Esses
microrganismos estdo diretamente relacionados a casos de dermatite bacteriana,
endoftalmites, entre outros, e também tém a capacidade de aderir em uma grande
variedade de superficies (PINHEIRO et al., 2018; HENRIQUES et al., 2007).

Entre os microrganismos colonizadores de proteses maxilofaciais e tecido
remanescente encontram-se os estafilococos coagulase-positivos, cujo principal
representante é o Staphylococcus aureus. (ARIANI et al., 2012; GUIOTTI et al,;
2016). O S. aureus vive, principalmente, nas superficies das mucosas e tem sido
considerado um dos mais versateis e perigosos patégenos humanos (PINHEIRO et
al., 2018; GAAL et al., 2005; ALTIERI et al., 2013).

Associado a higienizagao das proteses maxilofaciais por método de fricgdo
cuidadosa de sua superficie interna, a técnica de desinfeccdo por imersao é
essencialmente o método de escolha para estes materiais (PARANHOS et al., 2007;
GOIATO et al., 2010; GUIOTTI et al.; 2016). Assim, a desinfecgdo dos materiais de
uso protético maxilofacial pode ser realizada por meio de técnicas de limpeza e
desinfeccdo quimica periddica. O uso da solugao de gluconato de clorexidina, por
exemplo, tem sido utilizada como agente antimicrobiano, impedindo a proliferagao
de microrganismos (GOIATO et al., 2010; GUIOTTI et al.; 2016). No entanto,
possiveis danos estruturais aos biomateriais tém sido relatados com o seu uso
(HADDAD et al., 2011; GUIOTTI et al.; 2016).
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Alguns estudos recentes sobre o uso de fitoterapicos como agente
antimicrobiano para biomateriais tém sido desenvolvidos, e apresentado resultados
promissores (SANTOS et al.,, 2008; CAPISTRANO et al., 2013; GUIOTTI et al;
2016). Estudo realizado por Farnesi et al. (2009) encontrou atividade antibacteriana
do extrato de propolis verde contra S. aureus. O extrato de prépolis apresenta,
dentre outras vantagens, além da eficacia antimicrobiana, a baixa toxicidade, ja que
ndo ha relatos de casos de efeitos colaterais, e poucos casos de alergia (ONLEN et
al., 2007). Ainda, deve-se lembrar da agao ja limitada dos demais produtos, devido
ao aumento da resisténcia microbiana. Existem diferentes variedades de prépolis, de
acordo com a espeécie vegetal visitada pelas abelhas, e as variagbes climaticas da
regido, na qual é produzida.

A prépolis € um material resinoso coletado por abelhas a partir de plantas, e
esta composi¢cdo quimica depende de sua area de origem. Esta substancia é
utilizada como medicina complementar, tendo efeito anti-inflamatério na medicina
popular (SANTOS et al., 2008). E encontrado uma variedade de componentes como
flavondides e fendlicos acidos, mostrando efeitos como inibicdo da Candida.
Também, varios novos compostos ja foram identificados em amostras brasileiras de
propolis verde, e estudos atestam seus efeitos biolégicos como microbicida,
antiinflamatodrio, atividades antioxidante, anticancerigena e citotoxica e seus usos
terapéuticos (SFORCIN, 2016; BARLAK et al., 2011 ; BANKOVA, 2005).

Embora existam atualmente no mercado alguns produtos ja bem
estabelecidos de desinfecgao para proteses intra-orais e lentes de contato oculares,
ainda nao se tem 0 mesmo para as proteses faciais. A grande maioria dos estudos
sao direcionados a reducdo da microbiota aderida aos materiais utilizados em
proteses dentarias. Adicionalmente, deve-se considerar a especificidade da
microbiota patogénica em pacientes portadores de defeitos faciais, bem como a
diversidade entre os materiais utilizados na confecgcdo destas reabilitagcdes

protéticas.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
O objetivo desse estudo foi avaliar a eficacia de solu¢des a base de extrato

glicolico de propolis verde brasileiro, comparativamente as solugbes convencionais
na remogao do biofiime da espécie de Staphylococcus aureus, desenvolvido em

superficie de elastdmeros maxilofaciais.

2.2 Objetivos Especificos
- Avaliar em estudo piloto se houve inibicdo do crescimento microbiano de

uma cepa de S. aureus em amostras de papel tratados com solugdo de extrato
glicélico de propolis verde, antimicrobiano e antibacteriano DaroBrand, solug¢des
controle negativo de clorexidina, e positivo de salina e meio puro.

- Avaliar in vitro quantitativamente a eficacia do tratamento com solugéo de
extrato glicélico de propolis verde, variando a concentragdo, na remocao do biofilme
de uma cepa de S. aureus, sobre a superficie de dois elastbmeros maxilofaciais.

- Verificar se houve eficacia do tratamento especifico com antimicrobiano e
antibacteriano DaroBrand, na remocao do biofilme de S. aureus, comparativamente

ao controle.
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3 METODOLOGIA

3.1 Preparacao dos espécimes de elastomeros maxilofaciais

3.1.1 Elastdmeros maxilofaciais

Neste estudo, foram utilizados dois tipos de elastdmeros maxilofaciais: (1)
RTV (Silicone Grau Médico MDX 4-4210, Dow Corning Corporation, Midland, M,
EUA), e (2) HCR (Silicone Grau Meédico Q7-4735, Dow Corning Corporation,
Midland, MI, EUA). Assim, foram confeccionados espécimes de silicone (10 mm de
diametro, 2 mm de espessura), que serviram como substratos para o
desenvolvimento do biofilme bacteriano, frente aos tratamentos com as solucdes

antimicrobianas propostas.

3.1.2 Confecgao dos espécimes de elastdmeros maxilofaciais

Para a confeccdo dos espécimes os procedimentos foram realizados
portando-se luvas de procedimento (nitrilica sem po6; Descarpack), a fim de evitar
possiveis contaminagdes do material. Para a padronizagdo dos espécimes de
elastdbmeros maxilofaciais, foi utilizada uma matriz metélica vazada na espessura de
2 mm e 10 mm de diametro, contendo ao todo 10 compartimentos circulares. Para
isso, a superficie interna da base de uma mufla odontoldgica (VIPI STG; VIPI Ind.
Com. Ltda., Pirassununga, SP, Brasil) foi isolada com produto a base de alginato
(Cel-Lack) e preenchida com gesso pedra (Tipo Ill; Durone; Dentsply Ind e Com
Ltda.), seguindo a propor¢ao de 30 mL de agua para 100 g de po, espatulado por 1
minuto e vertido sob vibracdo constante de acordo com o fabricante, sendo que uma
ldmina de vidro retangular (80 mm x 35 mm x 3 mm) deve permanecer incluida no
gesso com a superficie superior dela paralela as bordas da mufla. Apdés a
cristalizagdo do gesso, a matriz ja descrita foi posicionada sobre a lamina de vidro
incluida no gesso e uma outra lamina de vidro com as mesmas dimensdes da
anterior foi posicionada sobre a matriz e fixada em suas extremidades com
elastémero de silicone polimerizado por adicao (Express XT; 3M ESPE). Apds isso a
superficie do gesso da base da mufla foi isolada e na sequéncia a contra-mufla foi
posicionada e sobre a superficie desta ultima lamina de vidro foi vertido gesso pedra.

Em seguida a mufla foi levada a prensa hidraulica de bancada (VH; Midas Dental
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Produtos Ltda.) sobre pressdao constante de 1,2Kg/F por 2 minutos. Apds a
cristalizagdo do gesso, a mufla foi aberta e a superficie de ambos os vidros foram
limpas com acetona pura (Labsynth Produtos para Laboratorios Ltda.)

Em seguida, as proporgbes de base/catalisador dos elastdbmeros
maxilofaciais foram previamente pesadas em balanga digital de precisdo (500g,
Diamond), de acordo com as instru¢cdbes do fabricante. Para o elastémero
maxilofacial RTV as propor¢des foram misturadas com uma espatula de aco
inoxidavel (n. 36, Duflex) sobre papel A4 fixado em bancada, em temperatura
ambiente de 23 (+ 2°C) e umidade relativa de 50 (£ 10%). Para o elastdmero
maxilofacial HCR a mistura foi realizada com o auxilio de um equipamento especifico
(Two Roll Mill, Brasil) a partir de 10 homogeneizagdes. Na sequéncia uma pelicula
de poliuretano foi devidamente posicionada (Polyurethane Sheet Al-513; Factor I
Inc.) sobre as placas de vidro, a qual serviu como isolante para a separacao final dos
especimes das placas. Apos a obtengcao de uma mistura homogénea do elastdmero,
esta foi inserida no interior das superficies internas da matriz posicionada entre as
placas de vidro na mufla. Apds a insergéo, a contra-mufla foi posicionada e levada a
prensa hidraulica (Midas Dental Products Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), com forca de
1,2Kg/F.

Para a polimerizagdo do RTV e a remocédo das bolhas de ar formadas
durante o procedimento de manipulagao, a mufla foi levada sob pressao de 40 psi ou
Ib/in?, a temperatura de aprox. 115 (x 3°C), durante 15 minutos (Polimerizadora
elétrica; Metal Vander). Apds esse periodo a pressao foi removida, e a matriz com os
espécimes confinados em seu interior foi mantida por mais 15 minutos na
polimerizadora, de forma a obter a cura acelerada do material. Apds isso, os
espécimes de elastdbmeros maxilofaciais permaneceram em repouso, a temperatura
ambiente, durante 3 horas, para estabilizacdo e completa polimerizacdo. Para a
polimerizacdo do HCR a mufla foi levada na prensa de mao a uma estufa a
temperatura de aprox. 150 (x 3°C), durante 60 min. Apds isso, 0S espécimes
permaneceram em repouso, a temperatura ambiente de 23 (+ 2°C), durante 3 horas,

para estabilizagcdo e completa polimerizagao do material.

3.1.3 Avaliagédo da dureza Shore A
A leitura da dureza dos espécimes foi realizada com auxilio do durébmetro
Shore A (Mitutoyo Digital HH-336, Hardmatic Durometer, SP, Sdo Paulo, Brasil), a
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fim de verificar adequacao de valores desta propriedade mecéanica do material apds
a polimerizagdo, de acordo com as informacgdes fornecidas pelo fabricante. Para
cada espécime foram realizadas trés leituras em ambas as suas superficies, e ao
final obtida a média desses valores. Os espécimes que apresentaram valores de
dureza Shore A ndo adequada aos padrdes do fabricante foram descartados. Os
valores médios de dureza para os espécimes confeccionados com RTV foi de 30,90
Shore A e para os espécimes de HCR foi de 39,27 Shore A. Os valores
recomendados pelos fabricantes foram de 30 Shore A para o silicone RTV e 45
Shore A para o silicone HCR, ambos valores considerados apés o tempo de

polimerizagao.

3.1.4 Esterilizagao dos espécimes de elastdbmeros maxilofaciais

Todos os espécimes de elastdmeros maxilofaciais foram submetidos a
limpeza em agua filtrada e gaze estéril, apds isso, foram deixados ao ar livre, em
ambiente asseéptico, para secagem completa. Em seguida, todos os espécimes
foram esterilizados por 6xido de etileno, pela empresa Acecil Central de Esterilizacao
Ind. Com. Ltda. (Campinas, Brasil), para eliminagdo de possiveis microrganismos

remanescentes.

3.2 Avaliagao microbiolégica

3.2.1 Preparagao dos microrganismos

A cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foi utilizada no estudo. Para
o preparo do inéculo de Staphylococcus aureus, as células foram mantidas em -
70°C em solugéo contendo 25% de glicerol e semeadas em tubos de vidro contendo
meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion Broth) (HiMédia, EUA) e incubadas a 37°C
(HENRIQUES et al., 2005). A cultura foi iniciada em 10 mL de caldo BHI e mantida
em crescimento a 35°C por 24 horas. Apds este periodo a amostra foi comparada
com a escala nefelométrica de Mc Farland (Probac do Brasil Produtos
Bacteriolégicos Ltda.) sendo o padrdo de turvacdo mais frequente utilizado nos
laboratérios de microbiologia, para determinar a intensidade da multiplicagdo em
meios de cultivos liquidos.

Inicialmente para o estudo piloto foi semeado 400 yL do meio de cultura

liquido BHI (Brain Heart Infusion Broth) (HiMedia, EUA) mais in6culo de S. aureus
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em uma placa petri contendo o meio de cultura agar BHI (Brain Heart Infusion agar)
(KASVI). Em seguida, foi distribuido aleatoriamente pela placa 8 amostras de papel
esterilizados com 8 mm de didmetro e ao todo foram utilizados 32 amostras de papel
(n=4). Em seguida foi gotejado 20 pL de alguns tratamentos propostos para o estudo
sobre a superficie das amostras de papel. As solugdes propostas no estudo piloto
foram: (1) salina 0,9%; (2) gluconato de clorexidina a 0,12% (solugao bucal noplak
max com fluor; Daudt) e (3) 2% (Maquira); (4-6) extrato glicélico de propolis verde a
11%, 16% e 20% (Bee Propolis Brasil); (7) antimicrobiano DaroBrand liquido (Factor
Il Inc.); e (8) antibacteriano DaroBrand sabonete gel (Factor Il Inc.). Apds o
gotejamento, as placas (n=4) foram encubadas e mantidas em crescimento a 35°C
por 24 horas. Apds o crescimento bacteriano, quando observada a presenca de
halos ao redor da amostra (halo de inibicdo positivo) significou que a solugao
desinfetante foi capaz de inibir o crescimento da cepa, e ao contrario, quando nao
houveram halos de inibicdo (halo de inibicado negativo), ndo houve crescimento da
cepa. No caso de halos positivos, os diametros (em mm) destes foram mensurados

e entdo calculadas as médias dos resultados.

3.2.2 Implantacgao do biofilme

Em cémara de fluxo, os espécimes de elastdmero maxilofaciais foram
retirados do envelope de esterilizacdo com o auxilio de uma pinca estéril e, sob
condigbes assépticas, transferidos individualmente na posi¢céo horizontal para uma
placa de cultura de 24 pocos contendo 0,9 mL do meio de cultura BHI (HIMEDIA,
PA). Em seguida 100 uL de indculo bacteriano, S. aureus, na concentragdo de 108
células/mL foi adicionado no caldo BHI contido em cada de pogo da placa. Os
espécimes foram mantidos a 35°C durante 24 horas (fase de crescimento inicial) do

biofilme em condi¢cbdes de microaerofilia (5% de CO2).

3.2.3 Tratamentos de desinfeccao

Apo6s o periodo de incubacdo de 24 horas, os espécimes de elastbmero
maxilofaciais seguiram imediatamente ao tratamento com as solug¢des selecionadas
para o estudo: (1) salina 0,9% como controle positivo (HADDAD et al., 2011); (2)
gluconato de clorexidina a 2% (Maquira) como controle negativo, (3-5) glicélica de
extrato de propolis verde, a nas concentragdes de 11%, 16% ou 20% (Bee Propolis

Brasil); (6) antimicrobiana Daro Brand liquido (B-200-09 Daro Brand; Factor Il Inc.) e
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(7) antibacteriano Daro Brand sabonete gel (B-200-12 Daro Brand; Factor Il Inc.). Os

7 espécimes foram aleatoriamente distribuidos, sendo que, neste estudo foram
utilizados 21 espécimes confeccionadas em elastdmero maxilofacial fluido e 21

confeccionado em elastdmero maxilofacial denso, totalizando 42 espécimes (n=3).

Os tratamentos de desinfecgao foram realizados em ambiente asséptico, de forma
que os espécimes colonizados da placa de 24 pogos foram retirados e lavados em 1
mL de solugdo salina 0,9% (NaCL) para remover as células fracamente aderidas, e
imergidos, individualmente, em uma nova placa de cultura de 24 pogos contendo 1
mL de cada solugdo desinfetante durante 15 min, e, posteriormente, lavados
novamente (GUIOTTI et al., 2016). Para o tratamento com o antimicrobiano Daro
Brand sabonete gel, os espécimes foram imergidos por 20 segundos, simulando

uma lavagem usual.

3.2.4 Contagem das células do biofilme

Apos a limpeza, os espécimes de elastbmero maxilofacial foram imersos
separadamente em 1 ml de salina 0,9% contido em tubos falcon. Para o
desprendimento do biofilme aderido a eles, cada tubo falcon contendo-o foi
individualmente agitado em vortex trés vezes (7 W durante 60 s, com pausa de 5
min entre cada agitacdo em cubeta com gelo). Em seguida, as suspensdes contendo
o biofilme foram homogeneizadas e diluidas em série em 900 pL de solugéo salina,
0,9% para cada 100 pyL de amostra.

Para a semeadura da diluigdo em série foi aplicada a técnica de microgota
em placa petri contendo BHI agar (Brain Heart Infusion Agar) (ROMEIRO, 2001).
Assim, cada placa de Petri correspondeu a um grupo de tratamento, sendo dividida
em cinco sessdes identificadas por diluicdo: 10" a 10%. Para cada diluicdo foram
aplicadas 3 gotas de 10 pL, retiradas das suspensdes diluidas. As placas de petri
foram incubadas a 35°C, ambiente de anaerobiose por 24 horas. O numero de
unidades formadoras de colbnias (UFC/mL) foi obtido a partir da média entre a
contagem das colénias das 3 gotas para cada diluigdo, multiplicado por um fator de

correcao (devido aos 10 uL de cada gota) e pelo inverso da diluigao.

3.3. Analise estatistica
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Os dados foram analisados com o software SPSS (versdo 23). A
transformacao Box-Cox foi utilizada para a obtencdo de dados em acordo com a
distribuicdo normal para o teste de Kolmogorov-Smirnov (P=0,200). A transformacéo
indicou que a fungdo logaritmica natural (In) aplicada aos dados atende aos
pressupostos da Andlise de Variancia (ANOVA). A Analise de Variancia (ANOVA)
dois-fatores foi realizada para verificar a diferenca significante entre os fatores
analisados: tipo de elastémero de silicone facial e tratamentos de desinfeccdo. As
diferengas significativas nos valores obtidos na ANOVA dois-fatores foram

comparados por teste de Tukey HSD em nivel de significancia de 0,05.
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4. RESULTADOS

O estudo piloto realizado identificou que a solugao de extrato de prépolis a
base de propilenoglicol, como agente antibacteriano em cepa de S. aureus foi eficaz
na inibicao de crescimento do biofilme em amostras de papel. Também se observou
que as amostras embebidos com solugao glicdlica de propolis verde apresentaram
halos de inibicdo positivo apos 24 horas de crescimento do microrganismo. Estes
resultados apresentaram-se promissores para a pesquisa com testes quantitativos
de contagem microbiana. Em contrapartida, o agente DaroBrand liquido foi menos

eficaz, porque nao apresentou halo ao redor da amostra (Tabela 1; Figura 1).

Tabela 1. Valores mensurados (em mm) a partir do didmetro dos halos de S.
aureus formados ao redor das amostras tratados com as solugdes propostas: (1)
salina 0,9%; (2) gluconato de clorexidina 0,12% (3) gluconato de clorexidina 2%. (4-
6) extrato glicolico de prépolis verde a 11%, 16% e 20%; (7) antimicrobiano

DaroBrand liquido; e (8) antimicrobiano DaroBrand sabonete gel.

Tratamentos propostos Média do halo de S. aureus
1 0
2 10
3 7
4 18
5 19
6 17
7 8
8 0

Figura 1 - Amostras em papel com halo de inibigdo de S. Aureus para as solugdes

de propostos: (1) salina 0,9%; (2) gluconato de clorexidina 0,12% (3) gluconato de
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clorexidina 2%. (4-6) extrato glicolico de propolis verde a 11%, 16% e 20%; (7)

antimicrobiano DaroBrand liquido; e (8) antibacteriano DaroBrand sabonete gel.

Fonte: Arquivo Pessoal.

Os espécimes para ambos os elastdmeros maxilofaciais tratados com as
solugdes de extrato glicolico de prépolis verde, para todas as concentragdes (11%,
16% e 20%); e gluconato de clorexidina a 2%-controle negativo ndo apresentaram
UFCs na cepa de S. aureus, identificando o amplo espectro antibiofilme destes

tratamentos (Figuras 2 e 3).
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Figura 2 - Placas Petri do biofilme residual dos espécimes de RTV apds incubacgéo a

37°C por 24 horas para contagem do numero de colénias formadas por mililitro.

Extrato Extrato Extrato
glicdlico de glicdlico de glicdlico de
propolis verde propolis verde propolis verde
a11% a16% a20%

Antibacteriano Antimicroiano Daro
Daro Brand gel Brand Liquido

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 3 - Placas Petri do biofilme residual dos espécimes de HCR apds incubacéao a

37°C por 24 horas para contagem do numero de colénias formadas por mililitro.

e

Extfato

Extrato ExIr—éto

glicdlico de glicdlico de glicdlico de
propolis verde propolis verde propolis verde
a11% a16% a20%

Antibacteriano Antimicrobiano Daro
Daro Brand gel Brand Liquido

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 4 - Valores médios e erro padrao do numero de células aderidas de S. aureus
(ATCC 25923) por mL para cada tipo de elastdbmero maxilofacial e tratamento
desinfetante. Letras mailsculas diferentes indicam diferengca estatistica entre os
tratamentos desinfetantes (P = 0,020; ANOVA).

6,00E+07
5,00E+07
3,83E+07 3,76E+07

1 4,00E+07 [l VA
£ 2,78E+07
o I
E 3,00E+07 N 2,30E+07 ORTV
o mHCR

2,00E+07 - N

1,00E+07 - N

2,81E+06 2,50E+06
0,00E+00 —
Salina-controle positivo Antimicrobiano Antbacteriano
Darobrand Darobrand

Tratamentos de desinfecg¢ao

Fonte: Arquivo Pessoal.

Tabela 2. Resultado do teste ANOVA para dois fatores para In (nUmero de células

aderidas/mL).

Fatores de variagao gl SQ Qm F P
Tipo de elastémero 1 1,286 1,286 0,434 0,523
Tratamento desinfetante 2 32,971 16,486 5,558 0,020*
Tipo x tratamento 2 2,713 1,356 0,457 0,644
Erro 12 35,592 2,966

Total 17 72,563

*p< 0,05 denota diferenga estatistica significante.

Os valores médios e os erros padrées de UFC para cada tipo de elastdbmero
facial e tratamento desinfetante estdo apresentados na figura 4. Pode-se verificar
que nao houve diferenga estatistica significante entre os fatores tipo de elastémero
maxilofacial e na interagdo entre tipo e tratamento (P > 0,05), no entanto o
tratamento desinfetante foi estatisticamente significante (P = 0,02 (Tabela 2). Entre

os tratamentos desinfetantes, observou-se menor numero de UFC para os
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especimes tratados com antimicrobiano DaroBrand de ambos os elastébmeros
maxilofaciais, com diferenca estatisticamente significativa (figura 4; tabela 2;
P=0,040; Tukey test), em relagédo a solugéo salina-controle positivo e antibacteriano
DaroBrand, independentemente do tipo de elastdbmero facial. Nao houve diferenca
estatistica significante entre a solugcdo antibacteriana DaroBrand e salina-controle
positivo, independentemente do tipo de elastdmero facial (P > 0,05; ANOVA e Tukey
test) (Tabela 2 e Figura 4).
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5. DISCUSSAO

A solucdo de extrato glicolico de propolis verde mostrou-se eficaz agente
antibacteriano para o biofilme formado por S. aureus na superficie dos espécimes de
elastdbmeros maxilofaciais. No estudo piloto, todas as solugbes apresentaram halo
de inibicao de crescimento bacteriano, o que demonstra algum efeito antimicrobiano.
E conhecido que a propolis € uma substancia natural coletada pela Apis abelhas
mellifera em varias espécies de plantas para proteger contra a entrada de
microrganismos, fungos e bactérias na colmeia (CASTALDO et al., 2002; BANKOVA
et al., 2005). Também serve para as abelhas como material de vedagao para impedir
a entrada de luz e umidade no interior da colmeia. A propolis verde possui
propriedades adesivas de 6leos que interagem fortemente com as proteinas da pele
sendo idealmente nocivo para desinfeccdo de proteses maxilofaciais (BURDOCK
1998; BOYANOVA et al., 2006).

Neste estudo também foi realizada uma simulacédo in vitro das condi¢des
encontradas na interface de contato prétese maxilofacial/regido do defeito facial.
Todas as concentragcdes do extrato glicolico de propolis verde apresentaram amplo
espectro antibiofilme, pois ndo houve UFC/mL nos espécimes tratados com essas
solugdes. Os resultados de extrato glicélico de propolis verde foram iguais aos
encontrados para o gluconato de clorexidina a 2%, solu¢do ja consolidada pela
literatura como agente antimicrobiano (GUIOTTI et al., 2016).

A prépolis ja mostrou previamente atividade antimicrobiana eficiente contra
Pseudomonas sp e Staphylococcus aureus (JUNIOR et al., 2006). Esses
microrganismos estdo etiologicamente relacionados a infecgbes e doengas de pele
em humanos e animais. Alguns estudos verificaram que o efeito antimicrobiano da
propolis é diretamente proporcional a sua concentracao (AWALE et al., 2005). No
entanto, em nosso estudo ndo houve diferenga entre as concentracées de extrato
glicélico de proépolis verde. Os extratos da propolis a base de propilenoglicol em
nosso estudo exibiram antibacterianos significativos na simulagdo in vitro. Este fato
pode ser devido a propolis apresentar componentes especificos, como os
flavondides, os acidos aromaticos e os ésteres, bem como acao bactericida devido
ao acido cindmico e coumarin (PEREIRA et al., 2011; MIGUEL et al. 2011).

A qualidade de agéo ja confirmada, associada a facilidade de preparo e de

uso, ao custo acessivel, e a auséncia de reagdes adversas advindas da substancia
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prépolis, configura o uso dos fitoterapicos como agentes relevantes na manutengao
da saude dos individuos reabilitados (SANTOS, 2012). Adicionalmente, a
desinfeccdo com solucdo de extrato de propolis atribui grande vantagem, ja que
dispensa a limpeza mecanica, que é prejudicial para uma protese facial
(HENRIQUES et al., 2005). Devido a caréncia de estudos quanto a produtos para a
higienizacado e desinfeccdo de prétese maxilofacial, as solugdes de extrato glicélico
de prépolis verde podem ser alternativas eficazes para controle do biofilme
bacteriano aderido ao biomaterial. O uso da prépolis na odontologia vem sendo
bastante embasado, tanto para tratamento de afecc¢bes orais, quanto a estomatite
protética, como para o mesmo fim aqui proposto, ou seja, desinfeccao de protese
intra ou extra-oral (NORONHA et al., 2014). Existem poucos estudos clinicos em
humanos sobre a eficacia de extratos de plantas brasileiras no tratamento da
candidiase oral. Mas recentemente, a eficacia humana do extrato de propolis verde
brasileiro derivada de B. dracunculifolia no controle de doengas orais, € para a
prevencao e controle da mucosite oral e candidiase em pacientes com neoplasias
malignas e irradiado na regido da cabecga e pescoco (PINA et al., 2017; NORONHA
et al., 2017).

Cada extrato glicdlico tem fungdes diferentes de acordo com a matéria
prima, podendo ser emolientes, hidratantes, adstringentes, anti-inflamatérios,
cicatrizantes, estimulantes, entre outras propriedades. O propilenoglicol € um
solvente viscoso, utilizado em uma grande variedade de formulag¢des farmacéuticas
de uso tdpico, devido a sua propriedade emoliente. O extrato de propolis obtido com
glicéis apresentou resultados eficazes em relagao a alteragcao de cor a longo prazo
como agente desinfetante em silicone facial (MIRANDA et al., 2019). Além disso,
essa formulagdo na preparagédo de extratos vegetais propicia formas farmacéuticas
emulsionadas mais estaveis, por possibilitar informacdes que assegurem o sucesso
da substituicdo, do alcool 93,7 (p/p) como liquido extrator no preparo de extratos de
prépolis (KUBILIENE et al., 2015). Neste estudo foi preconizado o uso de extrado de
glicélico de propolis verde em relagdo ao etandlico por apresentar maior establidade
de cor. (MIRANDA et al., 2019).

A solugao antimicrobiana DaroBrand liquido apresentou-se eficaz em relagao
ao controle, mas nao foi encontrado estudos comparatidos e também, o fabricante
nao disponibiliza a composig¢ao para investigacéo de seus efeitos. Diante disso 0 uso

do extrato de proépolis aplicado a protese maxilofacial, pode suprir parte da grande
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necessidade de melhores protocolos de higienizagdo e desinfecg¢ao, facilitando de
forma consideravel a adaptagao, e o uso prolongado dessas préteses. Nosso estudo
apresenta que a propolis em solugdo a 10% foi a melhor opgado dentre as
alternativas testadas, pois se mostrou efetiva ja em pouco tempo de contato com o
especime contaminado, o que permite que a permanéncia do individuo com a
protese ausente seja também curto, sem que comprometa a sua eficacia. No
entanto, existe a necessidade de mais estudos sobre o assunto, bem como a
realizacédo de testes de citotoxicidade com o objetivo de avaliar a reagdo da mucosa
ao uso da propolis.

Também, como uma limitagao deste estudo, por ja existir estudos quanto a
colonizagdo de outros microrganismos nas superficies do silicone das proéteses
faciais (ARIANI et al, 2013), ha uma necessidade da continuacdo deste estudo em
relacdo a eficacia da desinfeccdo do extrato glicélico de propolis verde quanto ao
biofiilme de multiplas espécies, como por exemplo os fungos Candida spp, que

também s&o colonizadores deste tipo de protese (BATISTELLA et al., 2015).
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6.CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados apresentaram o efeito das solugdes glicolicas de extrato de
prépolis verde com amplo espectro antibiofiime de Staphylococcus aureus na
superficie de silicone maxilofacial protético, semelhante ao gluconato de clorexidina
a 2%. Em relagdo ao tratamento com antimicrobiano (liquido) especifico Daro
Brand®, verificou-se menor numero de UFC, quando comparado ao controle de

agua destilada.
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APENDICES

APENDICE A - Materiais e equipamentos utilizados no estudo.

Figura 5 - Dois tipos de elastémero de silicone facial: (A) RTV (Silicone Grau Médico
MDX 4-4210, Dow Corning Corporation, Midland, MI, EUA), e (B) HCR (Silicone
Grau Médico Q7-4735, Dow Corning Corporation, Midland, MI, EUA).
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FONTE: Arquivo pessoal.

Figura 6 - Amostra de S. aureus (ATCC 25923)

FONTE: Arquivo pessoal.
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Figura 7 - Reagentes de microbiologia: meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion)
(EUA HiMédia, EUA).

FONTE: Arquivo pessoal.

Figura 8 - Tratamentos de desinfecg¢ao proposto no estudo:

FONTE: Arquivo pessoal.
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Figura 9 - Panela Polimerizadora (Metal Vander, Brasil)

FONTE: Arquivo pessoal.

Figura 10 - Estufa (FANEM LTDA, SP, Sao Paulo, Brasil)

FONTE: Arquivo pessoal.
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Figura 11 - Vortex Mixer (BioMixer, Ribeirdo Preto, SP, Brasil).

FONTE: Arquivo pessoal.

Figura 12 - Dessecador (PYREX, Sao Paulo, SP, Brasil)

FONTE: Arquivo pessoal.
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APENDICE B: Confeccéo dos espécimes de silicone facial.
Figura 13 - Matriz metalica.

FONTE: Arquivo pessoal.

Figura 14 - Espécimes de silicone faciais ja polimerizados e estéreis.

FONTE: Arquivo pessoal.



APENDICE C: Cultura, desenvolvimento do biofilme e contagem das unidades
formadoras de colonias.

Figura 15 - In6cuo bacteriano de S. aureus.

FONTE: Arquivo pessoal

Figura 16 - Comparag¢ao do método visual de Mc Farland.

FONTE: Arquivo pessoal.
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Figura 17 - Retirada dos espécimes esterilizados dos pacotes com pingca

esterilizada.

FONTE: Arquivo pessoal.

Figura 18 - Placa de 24 pogos com espécimes de silicone imersos em caldo BHI com
S. aureus, na concentragéo de 108 células/mL. FIGURA A RTV (Silicone Grau
Médico MDX 4-4210, Dow Corning Corporation, Midland, MI, EUA), e FIGURA B
HCR (Silicone Grau Médico Q7-4735, Dow Corning Corporation, Midland, Ml, EUA).
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FONTE: Arquivo pessoal.
Figura 19 - Incubacgao a 35°C das placas de 24 pogos por 24 horas.

FONTE: Arquivo pessoal.

Figura 20 - Placa de 24 pogos contendo os espécimes com o biofilme formado sobre

a superficie destes, apds 24 horas de incubagéo a 35°C.




FONTE: Arquivo pessoal.
Figura 21 - Desinfecgédo dos espécimes apos desenvolvimento do biofilme.

FONTE: Arquivo pessoal.

Figura 22 - Lavagem dos espécimes.

42



FONTE: Arquivo pessoal.

Figura 23 - Pellet bacteriano em tubo Falcon™.

FONTE: Arquivo pessoal.

Figura 24 - Processo de agitacéo pelo Vortex.
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FONTE: Arquivo pessoal.
Figura 25 - Procedimento de diluigdo seriada em salina: (A) transferéncia de 100 uL

da solugao agitada contendo os espécimes para os ependorfs. (B) Cada ependorf

conteve 900 pL de salina + 100 pL da solugéo transferida.

FONTE: Arquivo pessoal.

Figura 26 - Aplicagao da técnica da microgota para a contagem de células por
mililitro.

FONTE: Arquivo pessoal.



