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RESUMO

Os materiais utilizados para a confec¢do da area do defeito palatino/bulbo faringeo
em proéteses restauradoras intra-orais obturadoras podem tornar-se meio de cultura
propicio para o desenvolvimento da estomatite protética. O objetivo deste estudo foi
avaliar a dureza e o efeito antifungico de dois reembasadores resilientes submetidos
a desinfeccdo com extrato glicolico de prépolis verde brasileiro, comparado com
substancias convencionais. Para isso foram confeccionados 344 discos de material
reembasador resiliente (10 mm em didametro e 2 mm em espessura), sendo 200
utilizados para o teste de dureza e 144 para os testes microbiolégicos. Os discos
foram confeccionados de acordo com o tipo de material (a base de resina- Soft
Confort ou silicone- Ufi Gel P) e método de polimerizagdo (autopolimerizavel ou
termopolimerizavel). Foram entdo testados com algumas solugdes durante 15 min:
solugdo glicolica de propolis verde, nas concentragdes de 11%, 16% e 20% ;
hipoclorito de sodio a 1% como controle negativo; e agua destilada como controle
positivo. Todos os discos foram aleatoriamente distribuidos aos grupos de
tratamentos, sendo n=10 para o teste de dureza, e n=6 para os testes
microbiolégicos. Para o teste de dureza foram realizadas leituras iniciais, e apds 24
horas durante um periodo total de 3 dias de tratamento, por meio do durébmetro
Shore A. Para a avalicdo microbiolégica amostras de Candida albicans foram
utilizadas e submetidas a 48 horas de crescimento e desenvolvimento do biofilme
sobre a superficie dos discos revestidos por saliva. Todos os discos foram sonicados
para desagregar o biofilme implantado e foi relizada a contagem de unidades
formadoras de colénias (UFC/ mL). Todos os dados obtidos no estudo foram
submetidos a analise estatistica por meio de testes paramétrico e ndo parameétricos.
Os resultados apresentaram ampla eficacia antifungica das solugdes de prépolis
verde semelhante ao hipoclorito de sédio a 1% para todos os materiais. Na avalicdo
da dureza os materiais apresentaram redugdo dos valores de dureza ao longo do
periodo de desinfecgdo. Os discos testados com hipoclorito de sodio a 1%
apresentaram menores valores médios de dureza, comparados aos outros testes ao
final de 72 horas. Pode-se concluir que o extrato glicolico de prépolis verde é eficaz
na erradicagao do biofilme fungico, no entanto pode alterar a dureza a longo prazo
de desinfeccao.

Palavras-chaves: Protese maxilofacial. Reembasadores de dentadura. Dureza.

Biofilmes. Desinfecgao. Prépole.



ABSTRACT

The materials used to reconstruct the soft palate and velopharyngeal orifice in intra-
oral restorative prosthesis may become a culture medium conducive to the
development of prosthetic stomatitis. The purpose of this study was to test the
efficacy of solutions based on green propolis glycolic extract, compared to
conventional solutions in the removal of biofilm in denture soft liners surface, as well
as evaluate the effects of these solutions on the hardness of these materials. 344
circular specimens of soft liner material (10 mm in diameter and 2 mm in thickness)
were made, 200 of which were used for the hardness test and 144 for microbiological
tests. The specimens were made according to the type of material (resin base - Soft
Confort or silicone base - Ufi Gel P) and polymerization method (self-curing-direct or
polymerized by hot water bath-indirect). The specimens were tested with the
solutions proposed in the study for 15 min: green propolis glycolic extract at
concentrations of 11%, 16% and 20%; 1% sodium hypochlorite as a negative control;
and distilled water as a positive control. All the specimens were randomly assigned to
the treatment groups, being n = 10 for the hardness test, and n = 6 for the
microbiological tests. For the hardness test, initial readings were performed and after
24 hours during a period of 3 days of treatment using the Shore A durometer. For the
microbiological evaluation, samples of Candida albicans were used and submitted to
48 hours of growth and development of the biofilm on the surface of the specimens
coated by saliva. All specimens were sonicated to disaggregate the implanted biofilm
and for the quantitative evaluation of the biofilm the number of colony forming units
(CFU / mL) was estimated. All data obtained in the study were submitted to statistical
analysis using parametric and non-parametric tests. The results showed broad
antifungal efficacy of propolis solutions similar to 1% sodium hypochlorite for all
materials. In the hardness evaluation the materials presented reduction of hardness
values throughout the disinfection period. Specimens tested with 1% sodium
hypochlorite had lower mean hardness values compared to the other solutions at the
end of 72 hours. It can be concluded that the glycolic extract of green propolils is
effective in eradicating the fungal biofilm, however it may alter the hardness in a long-
term disinfection.

Keywords: Maxillofacial prosthesis. Denture liners. Hardness. Biofilms. Disinfection.

Propolis.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

et al. =e colaboradores
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HIP1 = hipoclorito de sddio a 1%

SGP11 = solugao glicdlica de prépolis verde a 11%

SGP16 = solugao glicolica de prépolis verde a 16%

SGP20 = solugao glicdlica de prépolis verde a 20%

PVB = Prépolis verde brasileira

% = porcentagem

°C = Graus Celsius

SP =Sao Paulo

MG = Minas Gerais

RJ = Rio de Janeiro

EUA = Estados Unidos da Ameérica

TCC = Trabalho de conclusao de curso

UFC/mL = unidades formadoras de colbnia por mililitro
ANOVA = analise de variancia

In = logaritimo natural
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1 INTRODUGCAO

A odontologia possui papel crucial nos processos de reconstrugdo e reabilitacdo
maxilofacial em pacientes portadores de malformagdes congénitas, mutilacbes
traumaticas ou patoldgicas e disturbios de desenvolvimento maxilofaciais. A confecgao de
préteses intra e extra-orais (faciais) com materiais aloplasticos permite a reabilitacdo do
paciente, devolvendo a anatomia, funcdo e estética, além de auxiliar na terapia
psicologica.

As préteses obturadoras de palato e faringe séo dispositivos para obliterar
aberturas de palato congénita ou adquiridas, que podem ser pequenas ou nao, e incluir
alguma porcéo do palato duro e mole, crista alveolar e soalho da cavidade nasal. Estas
aberturas podem ser resultado de agentes traumaticos, doencas, variagdes patologicas,
radiagdes ou intervengdes cirurgicas (GOIATO et al., 2011 ; JOSEPH et al., 2015).
Quando a reconstrugdo cirurgica destes defeitos é contra-indicada, o tratamento
reabilitador proposto € a confec¢ao de préteses parciais ou totais removiveis obturadoras,
que visam corrigir disturbios estéticos, funcionais (sucg¢do, degluticdo, respiragao,
fonacao, audicdo, mastigagdo) e melhorar a condigdo psicolégica, emocional e o bem-
estar do paciente (BEUMER et al., 2011).

Para a confeccao de uma protese obturadora € necessario que o material utilizado
suporte desafios quimicos, seja biocompativel, resistente, estavel, e o mais confortavel
para o paciente quanto possivel. Para proporcionar melhor adaptagdo e conforto aos
pacientes utiliza-se materiais reembasadores resilientes, que consistem em um material
polimérico colocado na superficie em contato com a mucosa de uma base de uma
prétese, agindo como uma espécie de amortecedor entre as superficies oclusais da
protese e os tecidos orais subjacentes, e, no caso das aberturas, obliterando-as
(ANUSAVICE et al., 2013).

Os reembasadores resilientes se dividem em dois grupos principais: resinas
acrilicas macias e silicones, sendo disponiveis nas formas térmica e quimicamente
ativadas. Os materiais constituidos de resina acrilica usam o polimetilmetacrilato ou o
polietiimetacrilato como os componentes estruturais principais. Esses polimeros s&o
fornecidos na forma de pd, que entdo é misturado ao liquido, que contém plastificantes,
que geralmente € uma molécula de alto peso molecular, como o alcool por exemplo. Estes
reembasadores resilientes sdo considerados de curto prazo, pois o liquido utilizado nao
contém mondmeros acrilicos (MANCUSO et al.,, 2009, 2012). Os reembasadores

resilientes considerados de longa duracdo sao termicamente ativados, e quando
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fornecidos em sistema po-liquido, o liquido possui mondmeros acrilicos, além do
plastificante. Sugere-se que a maciez inicial do material constituido de resina acrilica é
devido a grande quantidade de plastificante presente no liquido, cuja distribuicdo de
moléculas permite que cadeias individuais de polimero deslizem umas sobre as outras,
garantindo ao material o carater resiliente, tendo efeito amortecedor sobre os tecidos
subjacentes. O plastificante é utilizado para diminuir a temperatura de transi¢ao vitrea do
polimero “de modo que a quantidade de deformacdo permanente do material resiliente
seja reduzida para um nivel satisfatério” (ANUSAVICE et al., 2013).

Tem-se sugerido que os reembasadores resilientes nao sustentam crescimento
micotico por si proprios, mas os restos alimentares aprisionados nos poros dos materiais
deixam o meio propicio para o crescimento microbiano. O fungo mais comumente
encontrado nesses materiais (e na cavidade oral) € Candida albicans, que € uma levedura
que faz parte da microbiota normal do hospedeiro e sé é capaz de provocar uma infecgao
quando ocorre um desequilibrio entre hospedeiro e parasita, isto €, susceptibilidade do
hospedeiro juntamente com fatores de viruléncia do microrganismo (MONTEIRO et al.,
2014). Em pacientes imunocomprometidos por drogas imunossupressoras, antibidticos,
quimio ou radioterapias, disturbios sitémicos, etc; a infecgao oral por Candida € comum
(MATTOS et al., 2009). A maioria dos pacientes que fazem uso de préteses obturadoras
S80 pessoas que passaram por um tratamento imunossupressor, e por isso devem ter
atencgao especial a desinfeccéo das proteses, pois a ma higiene oral, bem como a limpeza
defeituosa da prétese, tendem a piorar o quadro infeccioso.

Os principais produtos de escolha para desinfecgao de préteses atualmente sdo o
hipoclorito de sédio e a clorexidina (RODRIGUEZ et al., 2015), que apesar de se
mostrarem bons agentes de controle do biofilme, podem causar danos ao materiais que
constituem a prétese com o uso prolongado, considerando sua desinfecgao periddica a
cada 15 dias ao longo de 5 anos, tempo de vida util desta protese. Além do aumento da
rugosidade de superficie (PARANHOS et al., 2013) os vestigios de desinfetante que ficam
retidos nos poros da protese, mesmo apds o exague, podem ser nocivos para os tecidos
orais. Como é ressaltado por Procopio et al. (2018) os residuos quimicos da clorexidina
podem ser téxicos para a mucosa que fica em contato com a prétese, mesmo apds lavada
e enxaguada. Diante deste cenario, a propolis representa potencial e promissor agente de
desinfeccdo, tendo como vantagem suas caracteristicas antimicrobianas, ser
economicamente viavel; além de sua baixa toxicidade, podendo ser usada como terapia

topica em pacientes com candidiase oral (SANTOS et al., 2005). Contudo, assim como
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ocorre com os cereais, uma grande variedade de microrganismos pode se desenvolver no
polen de abelhas, incluindo fungos produtores de micotoxinas que podem causar danos a
satde humana (GONZALEZ et al., 2005). Por isso, faz-se necessario o rigoroso
monitoramento da qualidade higiénica e concentracdo de pesticidas e agrotoxicos nos
extratos de propolis verde, a fim de garantir a seguranga do seu uso.

A propolis € uma substancia presente na resina que as abelhas produzem para
selar e proteger a colmeia da umidade, calor, luz, patégenos. Ela vem sendo amplamente
utilizada pelo ser humano no mundo inteiro ha anos (AL-WAILI et al., 2012). Hoje estuda-
se suas propriedades antimicrobianas, anti-inflamatoérias, antitumoral, antioxidante,
anestésica, antidiabéticos, espasmoliticos, anestésicos e efeitos imunomoduladores (AL-
WAILI et al., 2012; BARLAK et al., 2011). A propolis € o mecanismo de defesa das abelhas
contra infec¢des, 0 que sugere sua promissora agao antimicrobiana e antifungica, o que ja
foi demonstrado em varias amostras (SFORCIN, 2016; BANKOVA, 2005).

Embora existam atualmente no mercado alguns produtos ja bem estabelecidos de
higienizacdo para préteses intra-orais, ndo se tem o mesmo para desinfeccdo de
materiais em contato com secregao das regides ressecadas da arcada maxilar. A grande
maioria dos estudos sdo direcionados a limitacdo da microbiota aderida aos materiais
convencionais utilizados em proteses dentarias. Adicionalmente, deve-se considerar a
especificidade da microbiota patogénica na regido de bordas cirurgicas em pacientes
portadores de defeitos maxilofaciais, bem como a possibilidade dos materiais softs
utilizados no prolongamento destas proéteses.

Assim, a execucgao desta pesquisa se justifica pela necessidade de mais estudos, a
fim de buscar solucgdes alternativas e eficazes para a desinfeccdo das préteses parciais e
totais removiveis obturadoras de palato e faringe. A higienizagdo das proéteses
obturadoras deve ser feita diariamente e ha uma grande necessidade de se encontrar um
material capaz de realizar uma desinfecgao eficiente com a minima alteragao possivel da
prétese e que seja acessivel a populagdo. Deve-se ressaltar que o tratamento com
prépolis é inovador e a substancia vem sendo considerada promissora na odontologia. O
trabalho em questao é original e vem contribuir de forma expressiva com os trabalhos
desenvolvidos pelos pesquisadores e clinicos. Sabe-se que, no Brasil, poucos sao os
profissionais que atuam na area da Prétese Bucomaxilofacial e muitos séo os pacientes
que necessitam desses cuidados. Isso faz com que exista a necessidade de buscar maior
conhecimento cientifico para dar respaldo ao atendimento clinico realizado, o que reflete

diretamente na melhora da qualidade de vida deste publico alvo. Os resultados obtidos
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nesta pesquisa serdo de extrema importancia, visto que irdo esclarecer sobre as
propriedades de um agente desinfetante em potencial, ainda pouco estudado, além de
interferir diretamente no trabalho do profissional dentista e no cotidiano do paciente e

como ele realiza a limpeza de sua protese.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo desse estudo foi avaliar a eficacia de solugdes a base de extrato
glicélico de propolis verde comparativamente as solugdes convencionais na remogao do
biofiime de Candida albicans, desenvolvido em superficie de materiais reembasadores
resilientes, e também avaliar a dureza desses materiais de uso em proéteses parciais ou

totais removiveis obturadoras de palato e faringe.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar in vitro a eficacia de agédo desinfetante da solugédo de extrato glicélico de
prépolis verde, variando a concentragdo, na remogao do biofiime de Candida albicans,
sobre a superficie de dois reembasadores resilientes de acordo com ambos os métodos
de polimerizacao propostos pelo fabricante.

- Verificar in vitro a dureza de dois reembasadores resilientes de acordo com
ambos os métodos de polimerizagao propostos pelo fabricante antes e apds o tratamento

com solugao de extrato glicdlico de prépolis verde.
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3 METODOLOGIA

3.1. Confeccéo dos discos

Para este estudo foram confeccionados 344 discos de materiais reembasadores
resilientes. Para a sua padronizagao, foi utilizada matriz metalica vazada na espessura de
2 mm, contendo em seu interior 10 compartimentos circulares, com dimensdes de 10 mm
de didmetro cada. Para o teste de dureza foram utilizado 200 discos, e 144 discos para os
testes microbiolégicos. Os discos foram confeccionados de acordo com o tipo de material
(a base de resina - Soft Confort - ou silicone - Ufi Gel P) e variagdo do método de
polimerizagao (autopolimerizavel — direto - ou termopolimerizavel - indireto).

Para a confecg¢ao dos discos dos materiais autopolimerizaveis a matriz metalica foi
posicionada entre duas placas de vidro (80 mm x 35 mm x 3 mm), sendo ambas isoladas
com produto a base de alginato (Cel-Lack, Brasil) para que o material ndo se aderisse as
placas de vidro apds sua polimerizagao. Especificamente para o reembasador a base de
silicone (Ufi Gel P), o produto s6 foi utilizado para isolar as bordas da matriz que entrar
em contato com o material. Em seguida, as proporgdes da base/catalisador de cada
material foram misturadas com uma espatula de acgo inoxidavel de acordo com as
instrugdes do fabricante, sobre placa de vidro ou pote plastico, em temperatura ambiente
de 23 (x 2°C) e umidade relativa de 50 (x 10%). Apos a obtencdo de uma mistura
homogénea do material, esta foi inserida no interior da matriz metalica e o conjunto levado
a prensa hidraulica (Midas Dental Products Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), com for¢a de
1,2Kg/F durante 10 minutos. Apds isso, os discos de silicone permaneceram em repouso.
Todos os discos foram armazenados a seco na auséncia total de luz.

Para a confeccéo dos discos dos materiais termopolimerizaveis 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, Brasil) e preenchida com
gesso pedra (Tipo Ill; Durone; Dentsply Ind e Com Ltd, Rio de Janeiro, RJ, Brasil),
seguindo a proporgédo de 30 mL de agua para 100 g de pé, espatulado por 1 minuto e
vertido sob vibragdo constante de acordo com o fabricante, sendo que uma lamina de
vidro retangular (80 mm x 35 mm x 3 mm) permaneceu incluida no gesso com a superficie
superior dela paralela as bordas da mufla. Apds a cristalizagdo do gesso, a matriz ja
descrita foi posicionada sobre a Iamina 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 elastdmero de silicone polimerizado por condensacgao (Zetalabor;
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Zhermack, Alemanha). 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 especial tipo Ill. Em seguida a mufla foi levada a prensa hidraulica de
bancada (VH; Midas Dental Produtos Ltda., Araraquara, SP, Brasil) sobre pressao
constante de 1,2Kg/F por 2 minutos. Apds a cristalizagdo do gesso, a mufla foi aberta e a
superficie de ambos os vidros foi limpa com acetona pura (Labsynth Produtos para
Laboratérios Ltda, Diadema, SP, Brasil). Em seguida, as proporgbes da base/catalisador
do reembasador resiliente foram misturadas com uma espatula de ago inoxidavel sobre
papel ou pote de plastico, em temperatura ambiente de 23 (+ 2°C) e umidade relativa de
50 (£ 10%), de acordo com as instrugdes do fabricante. Apds a obtengcdo de uma mistura
homogénea do material, esta foi inserida no interior das superficies internas da matriz
posicionada entre as placas de vidro na mufla. Apés a insercdo, 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 polimerizagao do reembasador resiliente a base de
resina (Soft Confort) a mufla foi levada a polimerizadora (Polimerizadora elétrica; Metal
Vander, Jaragua, SP, Brasil), sob presséo de aprox. 60 libras, seguindo o ciclo até atingir
120°C. Entao, foi desligada até atingir 60°C e religada até atingir 120°C novamente,
devendo entao ser desligada e resfriada naturalmente. Apds total resfriamento da mufla,
os discos foram desincluidos, e permaneceram em repouso, a temperatura ambiente.
Para a polimerizagdo do reeembasador resiliente a base de silicone (Ufi Gel P) a mufla foi
ser levada a polimerizadora durante 15 minutos, a uma temperatura de 40 a 45°C e

posteriormente arrefecida por 20 minutos.

3.2. Procedimentos de desinfeccéo

Os procedimentos de desinfecgao foram realizados com as solugdes propostas
durante 15min: solugao glicdlica de extrato de prépolis verde (BEE PROPOLIS, SP, Brasil)
de acordo com a concentragao (11%, 16% ou 20); solu¢do de hipoclorito de sodio a 1%
(LENZAFARM, MG, Brasil) (controle negativo); solugdo de agua destilada (controle
positivo). Todos os discos foram aleatoriamente distribuidos aos grupos testados para
cada substancia proposta, sendo n=10 para os testes de dureza, e n=6 para os testes

microbioldgicos.

3.3. Avaliagao da dureza Shore A

A leitura da dureza dos discos foi realizada incialmente por meio do durbmetro
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Shore A (Mitutoyo Digital HH-336, Hardmatic Durometer). Apds isso, os discos foram
imersos nas solugdes propostas durante 72h (3 dias) em temperatura ambiente. Durante
este periodo as solugdes foram repostas diariamente e as leituras de dureza foram
realizadas ao final de cada 24h, sendo que os discos foram lavados com agua destilada e
secos com papel absorvente. Esta imersao por 3 dias corresponde a desinfeccdo de 15
minutos realizada aprox. 288 vezes (NAKAHARA et al., 2013).

3.4. Avaliagdo microbiologica
3.4.1. Preparagao dos microrganismos

As amostras de Candida albicans SC 5314 (LI et al., 2007) foram utilizadas neste
estudo e cultivadas aerobicamente por 48h a 37°C em meio Agar Sabouraud dextrose.
Para o preparo do in6cuo, as amostras foram suspendidas em solugdo salina (NaCl)
estéril e ajustadas a uma densidade optica de 0.3 a 540 nm de comprimento, com o
auxilio de um espectofotometro (SP22 ; Biospectro, SP, Brasil), resultando em uma
suspenséo de concentrago final correspondente a 1,1 x 107 UFC/mL (SUSEWIND et al.,
2015 ; YILDIRIM-BICER et al., 2014).

3.4.2. Implantacao do biofilme e desinfecgao

Para a formacédo do biofilme, foi coletada saliva de um adulto saudavel, por
expectoracdo que assinou um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido referente a
esta pesquisa. A coleta foi realizada em tubos falcon, em diferentes ocasides de um
mesmo dia para minimizar as variagdes intraindividuais na composicdo da saliva
(SUSEWIND et al., 2015). A saliva foi congelada imediatamente apds a coleta a -30°C.
Para a esterilizagao da saliva foram utilizados filtros com poros de 0.22 um acoplados a
uma bomba de vacuo, e em seguida a saliva foi aliquotada em tubos falcon de 15mL e na
sequéncia recongelada.

Imediatamente antes do experimento, a saliva humana foi cuidadosamente
descongelada. Em fluxo laminar, os discos foram retirados do envelope de esterilizagao
com o auxilio de uma pinga estéril e, sob condigdes assépticas, transferidos
individualmente e na posicao horizontal para uma placa de cultura de 24 pogos, sendo
cada um incubado com 1 mL de saliva humana por 2h a 37°C sob agitagdo de 75 rpm em
uma Camara Incubadora com Agitagdo Orbital (TE-4200; Tecnal, SP, Brasil), para a
formacao de uma pelicula adquirida sobre as suas superficies (SUSEWIND et al., 2015).

Posteriormente, os discos foram lavados com 1 mL de solugéo salina estéril para remover
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os residuos de saliva. Em seguida 1mL de inéculo de Candida albicans foi adicionado em
cada de pocgo da placa, e os discos foram novamente incubados a 37°C sob agitacao de
75 rpm durante 90 minutos para adesdo da amostra fungica a pelicula adquirida na
superficie dos discos (KARAKIS et al., 2016). Apdés esta fase, os discos foram
cuidadosamente lavados duas vezes, com 1 mL de solucido salina estéril de cada vez,
para remogao das células fracamente aderidas. Em seguida, foi adicionado a cada pocgo 2
mL do meio liquido RPMI para o crescimento do biofilme (KUCHARIKOVA et al., 2011), e
o material incubado a 37°C sob agitagdo de 75 rpom durante 48h.

Apos este periodo, o meio RPMI foi removido cuidadosamente, e em seguida aos
pocos foram adicionadas as solugdes desinfetantes de forma que os discos permanegam
imersos durante o periodo proposto. Apds a desinfecgao dos discos, as solugdes foram
removidas, e em seguida os dicos foram lavados cuidadosamente com 1 mL de solugdo

salina estéril para remogao do excesso dos componentes das solugdes desinfetantes.

3.4.3. Contagem das células do biofilme

Para o desprendimento do biofilme aderido aos discos, as placas de 24 pocos
contendo os discos imersos em 1 mL de solugao salina estéril foram sonicadas (Quimis,
SP, Brasil) durante 30 segundos. Em seguida, as solugdes foram aspiradas e transferidas
para tubos eppendorf de 1,5 mL e diluidas em série em solucao salina estéril. Cada 20 uL
de diluicdo foram semeado no meio Agar Sabouraud dextrosado sélido e espalhados com
o auxilio de uma alga drigalsky em placa petri. As placas petri foram incubadas a 37°C,
em estufa bacteriolégica, por 24 e 48 horas em condi¢gdes de aerobiose. O numero de
unidades formadoras de colénias (UFC/mL) foi estimado de uma contagem entre 30 e 300
de UFC (MONTEIRO et al., 2014). Para maior confiabilidade dos resultados, os testes
foram realizados em duplicata, sendo 2 discos para cada tipo de material e métodos de

polimerizacao, e em 3 dias/experimentos independentes.

3.5 Analise Estatistica

Os dados foram analisados com o software SPSS (versdo 17). Os dados foram
avaliados para a verificacdo de distribuicdo normal por meio do teste de Kolmogorov-
Smirnov. O teste de Friedmnan foi aplicado para os dados ndo normais de CFU/mL para
os resultados do grupo controle (positivo). A Analise de Variancia (ANOVA) trés-fatores
medidas repetidas foi realizada para verificar a diferenga significante entre os fatores

analisados: material, tratamento e periodo. As diferengas significantes nos valores obtidos



17

na ANOVA foram comparados por teste de Tukey-Kramer HSD em nivel de significancia
de 0,05.
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4 RESULTADOS

Os discos tratados com as solugdes propostas no estudo nao apresentaram UFCs
para os periodos de semeadura de 24 e 48 h de incubacdo em condi¢gdes de aerobiose
(Figura 1). Estes resultados destacam a ampla eficacia das solugdes de prépolis de 11, 16
e 20% semelhante ao hipooclorito de sédio a 1% na atuacgéo sobre o o biofilme fungico da
cepa de Candida albicans. Os valores de UFC relacionados aos controles sao
apresentados na figura 1. Pode-se verificar maiores valores de UFC para o material a
base de resina Soft Confort autopolimerizavel (1,04E+06) em relacdo aos demais

materiais avaliados (Teste de Friedman, P<0,05) (Figura 2).

4 | E
A b & 4" 4
Figura 1. Placas Petri com a (A) presenca (controle com 5 diluicdes) e (B) auséncia (3
concentragdes de solugdes de extrato glicélico de propolis e hipoclorito de sodio a 1% com 1
diluicdo) de colbnias formadas por mililitro.

FONTE: Arquivo Pessoal

24h 48h
2.50E+06
2,00E+06
1.50E+06
1,00E+06
5,00E+05
0,00E+00
Resina Soft Confort Resina Soft Confort Ufi Gel P Ufi Gel P
Autopolimerizavel Termopolimerizavel Autopolimerizavel Termopolimerizavel

Figura 2. Valores médios de UFC/mL do biofilme desenvolvido na superficie de materiais
reembasadores resilientes e avaliados apds 24 e 48 horas de semeadura em condi¢des de
aerobiose.

FONTE: Arquivo Pessoal
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No teste ANOVA trés fatores medidas repetidas para os valores médios de dureza
Shore A, pode-se verificar diferenca estatistica significativa na interagdo entre todos os
fatores : material, solugdo desinfetante e periodo (P<0,05, ANOVA) (tabela 1). Pode-se
verificar maiores valores de dureza para o material a base de resina Soft Confort em
relagdo ao material a base de silicone Ufi Gel P, com diferenga estatistica significante
(P<0,05, ANOVA, figura 3). O material Ufi Gel P apresentou os menores valores de dureza
com diferenga estatistica em relagdo ao material Soft Confort em ambos os tipos de
polimerizacao (P<0,05, ANOVA, figura 3).

Além disso, ao final do periodo de 72 horas houve diminuicdo dos valores de
dureza para todos os materiais avaliados independente da solugdo desinfetante utilizada
(P<0,05, ANOVA, figura 3). Em relacéo a desinfec¢ao, os discos imersos em hipoclorito de
soédio a 1% apresentaram menores valores de dureza estatisticamente diferentes dos
demais, no periodo de 72 horas (P<0,05, ANOVA, figura 3).

SQ MQ

Fator de variagao gl Ajustada  Ajustada F P
Material 3 93444,00 31148,00 1096,86 <0,001*
Solucgao desinfetante 4 357,77 89,44 3,15 <0,016*
Material x Solucao desinfetante 12 1268,77 105,73 3,72 <0,001*
Entre amostras 180 5111,52 28,40 <0,001*
Periodo 3 9704,24 3234,75 257,97 <0,001*
Material x Periodo 9 9224,32 1024,92 81,74 <0,001*
Solucao desinfetante x Periodo 12 414,39 34,53 2,75 0,001*
Material x Solugado desinfetante x 36 1137,59 31,60 2,52 .
Periodo <0,001
Intra amostras 552 6921,68 12,54 <0,001*

*P<0,05 indica diferenga estatistica significante.
Tabela 1. Resultados de Anova 3 fatores medidas repetidas para valores médios de dureza Shore

A
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5 DISCUSSAO

Em pacientes portadores de préteses totais e obturadoras, o tratamento com
antifangicos pode eliminar a contaminagcdo por C. albicans, aliviando a inflamagao
causada pela estomatite. Contudo, se estes dispositivos intra-orais nao forem
regularmente descontaminados, o processo infeccioso podera recidivar quando a terapia
antifungica é descontinuada (Gendreau e Loewy, 2011). A atividade antimicrobiana do
extrato de propolis na microbiota oral, especificamente frente a C. albicans, ja foi
demonstrada em estudos prévios (Pina et al., 2017 ; Santos et al., 2005). Pina et al.
(2017) comprovaram a eficacia de um gel contendo extrato de propolis brasileira
padronizado (EPP-AF®) a 2% (20 mg / g) para erradicar espécies de Candida spp. oral.
Adicionalmente, demonstraram que 95% dos pacientes que testaram o gel reportaram
sentir gosto agradavel e apenas um paciente reportou sentir reacdo de hipersensibilidade
durante a aplicagdo. Em outro estudo, Santos et al. (2005) constataram que o gel
comercial de extrato etandlico de propolis brasileiro inibiu a candidiase oral em pacientes
com candidiase associada a estomatite protética, mostrando uma regressao da lesao
similar aos pacientes que foram tratados com nistatina. Apesar disso, 1,2 a 6,6% dos
pacientes que sao testados para dermatite sdo sensiveis a propolis, que atua como um
alérgeno, induzindo uma reagéo de hipersensibilidade em certos individuos (WALGRAVE
et al., 2005).

Por outro lado, os resultados encontrados nesta pesquisa sao corroborados por
estudos que avaliaram o extrato de propolis como agente desinfetante. Heidrich et al.
(2017) confirmaram a eficacia do extrato glicdlico de propolis 12% frente a cepa de C.
albicans que cresceu sobre superficie de resina acrilica, com resultado equivalente a
desinfeccdo com hipoclorito de sédio a 1%. Enquanto outros pesquisadores como
Yildirim-Bicer et al. (2014) e Karakis et al. (2016) verificaram que a desinfeccdo de
superficies de resina acrilica com produtos a base de propolis (enxaguante bucal
contendo propolis e extrato etandlico de propolis a 10%, respectivamente) foi
estatisticamente diferente do grupo controle (sem desinfecg¢do), contudo, nao foi tao
efetiva como a desinfecgao com produtos convencionalmente utilizados.

Adicionamente, ha ainda estudos que comprovam a eficacia do propolis na inibicao
de crescimento de C. albicans. Sawaya et al., (2002) fizeram um estudo comparativo de
diferentes métodos utilizados para analisar a atividade de diversas composi¢cdes de
extrato de propolis contra espécies de Candida, e afirmaram que para C. albicans a

atividade de todos os extratos de propolis testados por diluicdo seriada em tubos foi
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equivalente a da solugao controle (alcool 70%). As substancias quimicas encontradas na
propolis ndo obedecem um mesmo padrdo, o que faz dele um potencial agente
antimicrobiano, uma vez que essa variagao do padrao poderia inibir o desenvolvimento de
resisténcia das bactérias ao agente antibacteriano (BARLAK et al., 2011). Dos compostos
presentes no propolis, os fendis foram responsaveis pelas atividades antimicrobianas
presentes na préopolis extraida da regidao sudeste do Brasil (PAULA et al., 2006). Ao que
parece os beneficios da prépolis estdo relacionados aos flavondides, estibenos, fendis e
ésteres presentes na sua composicao elementar (SALATINO et al., 2005).

O prépolis deve ser purificado por extragdo com solventes para remover o material
inerte e preservar a fragao polifendlica, para entdo poder ser utilizado. Estes compostos
(flavonoides e acidos fendlicos) sdo considerados antioxidantes naturais e contribuem
para os efeitos terapéuticos do prépolis. Em estudo recente, Galeotti et al. (2018)
demonstraram que os extratos glicélico e hidroalcodlico possuiam maior porcentagem de
polifendis quando comparados a outros extratos. Sendo assim, além das propriedades
anti-sépticas, antimicéticas, anti-inflamatorias e antioxidantes, o extrato glicdlico de
prépolis, que é a base de propilenoglicol, surge como uma alternativa a pacientes
sensiveis ao etanol, por nao possui-lo em sua formulagéo.

A composigao do prépolis varia, contudo, geralmente apresenta 50% de resina e
balsamo vegetal, 30% de cera, 10% de dleos aromaticos essenciais, 5% de pdlen e 5%
de outras substancias diversas (BURDOCK, 1998) . Esta combinagdo de resina com a
cera faz com que a substancia seja essencialmente viscosa, se acumulando facialmente
sobre as superficies. Da Silva et al. (2008), em um estudo sobre os efeitos de agentes
antifungicos em resinas acrilicas, afirmam que o acumulo de propolis na superficie da
resina dificulta a absor¢do de agua na matriz polimérica do material, impedindo que sua
dureza diminua ao longo do tempo. Além disso, sugerem que essa camada de propolis
depositada, apesar de aumentar a rugosidade de superficie, pode atuar como uma
barreira contra a adesédo de C. albicans, podendo prolongar seus beneficios sobre a
mucosa inflamada, considerando as propriedades antiinflamatérias deste produto natural.

Em contrapartida, outras solugdes desinfetantes, por serem constituidas
basicamente de agua, podem diminuir a dureza dos materiais ao longo do tempo. Pinto et
al. (2009) estudaram o efeito de ciclos repetidos de desinfeccao quimica sobre a
rugosidade e dureza de resinas acrilicas para reembasamento. Todos os desinfetantes
estudados (trés concentragdes diferentes de hipoclorito de sédio, 2% glutaraldeido e 4%

gluconato de clorexidina) provocaram uma diminuicao estatisticamente significante da
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dureza, assim como aconteceu com os discos desinfetados com hipoclorito de sédio a 1%
no presente estudo. Os resultados de ambos os estudos condizem com a hipétese de que
as solugbes desinfetantes a base de agua sao absorvidas pela resina e atuam como
plastificantes. A agua se difunde através do material, que absorve a umidade até que fique
saturado e com uma superficie mais macia, diminuindo os valores de dureza.

Quando em contato com os fluidos orais, os plastificantes (e outros produtos
soluveis) por ndo se ligarem a massa de resina, podem ser eliminados por lixiviagéo, o
que torna os reembasamentos resilientes cada vez mais rigidos. O equilibrio entre esse
processo € a sorcdao de agua e saliva influencia na conformacdo e na estabilidade
dimensional da protese. (KAWALA et al., 2018). Por sua vez, os materiais constituidos de
elastbmeros de silicone ndo dependem de plastificantes lixiviaveis, ja que a resiliéncia é
uma propriedade intrinseca desse tipo de polimero, retendo suas propriedades elasticas
por periodos prolongados . Os silicones quimicamente ativados vém como um sistema de
duas partes que polimerizam através de reagdes de condensacdo. Ja os termicamente
ativados apresentam-se na forma de um sistema unico em pasta ou gel. Podem ser
aplicados as bases de proteses previamente polimerizadas ou serem polimerizados
juntamente com a confec¢do da protese com resina recém-manipulada (ANUSAVICE et
al., 2013).

Apesar das inumeras vantagens dos reembasadores resilientes, todos apresentam
algumas desvantagens. Os reembasadores de silicone, por exemplo, apresentam adesao
pobre a base acrilica da protese. Além disso apresentam poros em sua superficie,
permitindo absor¢cdo de agua e difusdo de nutrientes, o que pode tornar a protese
facilmente colonizada por microrganismos (DE FOGGI et al., 2018). Contudo, um dos
maiores desafios relacionados aos reembasadores resilientes € que estes materiais nao
podem ser higienizados efetivamente: a limpeza mecéanica e produtos de desinfecgao
destinados a esse fim podem causar alteragcbes de cor e danos significativos aos
materiais de reembasamento (ANUSAVICE et al.,, 2013). Por esses motivos tém-se
pesquisado produtos que cumpram com eficiéncia a desinfeccdo, mas que alterem
minimamente as propriedades do material da protese e que sejam inertes ao portador e
acessiveis a populacéo.

Como limitacbes deste estudo, pode-se ressaltar a possibilidade da solucdo de
prépolis glicolica ocasionar alguma alteragdo nas propriedades fisicas e mecanicas dos
materiais reembasadores resilientes, como alteracdo de cor, devido a presenca de

clorofila ; alteracdo da estabilidade dimensional e rugosidade superficial, principalmente



pelo depdsito resinoso residual inerente a natureza viscosa do prépolis.
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6 CONCLUSOES

- As solugdes de extrato glicélico de préopolis verde brasileiro apresentaram amplo
espectro na remocao do biofiime de Candida albicans na superficie de materiais

reembasadores resilientes, igualando-se ao hipoclorito de sddio 1%.

- Pode-se verificar diminuigado dos valores de dureza para todos os materiais avaliados ao

final do periodo de 72 horas, independentemente da solugao desinfetante utilizada.

- A dureza dos materiais tratados com hipoclorito de sddio 1% apresentou-se menor no

periodo de 72h comparativamente as solu¢des de prépolis e agua destilada.
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APENDICES

APENDICE A — Materiais e equipamentos utilizados no estudo

< oofi-eonfort

RESINA MACIA ’
PARA REEMBASAMENTO

Acrilico blando para Rebases

Olncolor ®Rosa Médio

Incoloro Rosa Medio

Conteudo do Kit:
-1Frascode40g
-1 Frasco de 40 ml

- 1Glaze de 8 ml
- 2 Copos medidores %W‘lw

- 1 Manual de Instrugdo

Figura 4. Material para reembasamento de prétese dentaria a base de resina (DENCRIL
COMERCIO DE PLASTICOS LTDA; SP, Brasil).
FONTE: Arquivo Pessoal.

Weichbleibendes, kalthartendes

l 4 Ge I P Unterfitterungsmaterial
N\ PERMANEN)T auf Silikonbasis
Permanently soft, cold-curing

relining material on silicone base

’V@Cﬁ
e ———————— |

Figura 5. Material para reembasamento de prétese dentaria a base de silicone (VOCO GmbH,;

Cuxhaven, Alemanha).
FONTE: Arquivo Pessoal.
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Figura 6. Cepa de C. albicans (SC 5314).
FONTE: Arquivo Pessoal.

T SRR
Figura 7. Meio de cultura Agar Sabouraud Dextrosado.
FONTE: Arquivo Pessoal.
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Bee Pro)

Incntro & Sokgbet

PROPOLIS

ds Agriutura
SFDIPOA s0b 003614058
| st CTISAOSE
| s7ORE IN A COOL AND DRY
GLUTEN FREE

¥ACOOL AND DRY

Figura 8. Tratamentos de desinfeccao utilizados no estudo, da esquerda para a direita: solugao
glicdlica de extrato de propolis verde a 11% (Bee Propolis, Brasil); solugao glicélica de extrato de
prépolis verde a 16% (Bee Propolis, Brasil); solugao glicélica de extrato de prépolis verde a 20%

(Bee Propolis, Brasil); Hipoclorito de sodio a 1% (Lenzafarm, Brasil).
FONTE: Arquivo Pessoal.

—
Alca para Esfregaco formato T cor Azul Esténl por Oxido de Etlenc

Codigo: 611

Lote: 20170210A

Data Fabricagdo: 2017.2.10

Valldade: 03 Anos

Contém 5 Unidades

IMPORTADO POR

CRAL - ARTIGOS PARA LABORATORIO LTDA 7 o

CNPJi 48.740,849/0001-28
PAIS DE ORIGEM.CHINA

Figura 9. Alga em T para esfregaco (Inlab, Brasil) celular.
FONTE: Arquivo Pessoal.



Figura 10. Panela Polimerizadora de resina acrilica (Metal Vander, Brasil).
FONTE: Arquivo Pessoal.

=~ SPECTROPHOTOMETER

Figura 11. Espectrofotdmetro (SP22, Biospectro ; SP, Brasil).
FONTE: Arquivo Pessoal.
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Figura 12. Vortex Mixer (CLASSIC, VELP Scientifica; Italia).
FONTE: Arquivo Pessoal.

Figura 13. Durémetro Shore A Hardmatic Digital (HH-336, Mitutoyo, Japao).
FONTE: Arquivo Pessoal.
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Figura 14. Camara Incubadora com Agitagao Orbital (TE-4200, Tecnal ; SP, Brasil).
FONTE: Arquivo Pessoal.

Figura 15. Sonicador (Q3350, Quimis, SP, Brasil).
FONTE: Arquivo Pessoal.
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APENDICE B - Confeccdo dos discos de reembasadores resilientes

Figura 16. Vista superior da matriz metalica.
FONTE: Arquivo Pessoal.

s
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Figura 17. Discos embaladas e estéreis por 6xido de etileno para os testes microbioldgicos.
FONTE: Arquivo Pessoal.
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APENDICE C - Cultura, Desenvolvimento do Biofilme e Contagem das Unidades

Formadoras de Colbnias

Figura 18. Adicao de saliva aos pogos para formagao de pelicula adquirida sobre os discos.
FONTE: Arquivo Pessoal.

Figura 19. Solugao salina estéril e indculo da levedura (aprox. 1,1 x 107 UFC/mL).
FONTE: Arquivo Pessoal.



37

Figura 20. Discos imersos em indculo de C. albicans mantidos sob agitagdo para adesao da
amostra fungica a pelicula adquirida na superficie dos discos.
FONTE: Arquivo Pessoal.

Figura 21. Discos imersos em meio RPMI para crescimento do biofilme por 48h sob agitagdo em

estufa.
FONTE: Arquivo Pessoal.



Figura 22. Desinfecc¢ao dos discos apds desenvolvimento do biofilme.
FONTE: Arquivo Pessoal.

Figura 23. Aspecto dos discos apds lavagem com salina estéril.
FONTE: Arquivo Pessoal.
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Figura 24 - Preparagéo para de diluicao seriada em salina: Cada ependorf conteve 900 uL de
salina + 100 pL da solugéo de NaCl com biofilme desagregado transferida da placa de 24 pogos
apos sonicamento.

FONTE: Arquivo Pessoal.
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Figura 25 - Procedimento de espalhamento da diluigdo seriada na placa pertri contendo Agar
Sabouraud: Infiltracdo de 20 pL de cada diluigéo na placa petri e espalhamento do conteudo com
alcaemT.

FONTE: Arquivo Pessoal.
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Figura 26 - Placas Petri apds incubagao a 37°C por 24 horas pronta para contagem do

numero de colbénias formadas por mililitro : (A) Placas Petri referentes ao controle com
agua destilada, em 5 diluicdes (B) Placas Petri referentes a desinfec¢gao com Propolis
11% (C) Placas Petri referentes a desinfecgao com Propolis 16% (D) Placas Petri
referentes a desinfecgao com Propolis 20% (E) Placas Petri referentes a desinfecgédo com
Hipoclorito de sédio 1%.
FONTE: Arquivo Pessoal.
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Figura 27 - Placas Petri apds incubagao a 37°C por 48 horas pronta para contagem do

nuamero de colénias formadas por mililitro : (A) Placas Petri referentes ao controle com
agua destilada, em 5 dilui¢des (B) Placas Petri referentes a desinfec¢gao com Prépolis
11% (C) Placas Petri referentes a desinfecgéo com Prépolis 16% (D) Placas Petri
referentes a desinfeccdo com Propolis 20% (E) Placas Petri referentes a desinfecgédo com
Hipoclorito de sédio 1%.
FONTE: Arquivo Pessoal.



