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RESUMO

As proteses faciais visam reconstruir artificialmente as perdas de substancias das
diversas regides da face por meio do silicone protético facial. No entanto, este
material pode se tornar excelente meio para microrganismos oportunistas. O objetivo
deste estudo foi testar a eficacia de solugbes a base de extrato de prépolis verde
comparativamente a solugdes convencionais na remogao do biofilme em discos de
elastdmero de silicone facial. Foram confeccionados discos de silicone de 10 mm de
diametro e 2 mm de espessura e submetidos a 48 horas de crescimento e
desenvolvimento do biofilme de Staphylococcus aureus. Os discos de silicone foram
tratados com as solugdes propostas no estudo (solugdo aquosa de propolis verde-
SAPV e/ou etandlica de propolis vede-SEPV, ambas na concentragdo de 10%;
agente antimicrobiano DaroBrand-ATDB, especifico para prétese facial; gluconato de
clorexidina a 4%-CHX4 como controle positivo; e agua destilada-CTLA como
controle negativo). Os tratamentos de desinfecgdo para todas as solugbes foram
realizados em 3 diferentes periodos de tempo (10 min, 15 min ou 30 min). A analise
microbiolégica foi realizada em triplicata em dois experimentos independentes. A
contagem de colbnias foi verificada por analise do numero de UFC/mL Analise de
Variancia (ANOVA) dois-fatores foi aplicada aos dados, seguida por teste de Tukey
(a=0,05). Verificou-se para os tratamentos de CHX4 e SEPV auséncia de UFC.
Ambos os tratamentos: SAPV e ATDB apresentaram menores valores de UFC em
relagdo ao controle. Concluiu-se amplo espectro antibiofilme para SEPV, e efeito
antimicrobiano eficaz aos demais tratamentos avaliados.

Palavras-chave: Protese maxilofacial. Biofilme. Desinfecgao. Propole. Clorexidina.



ABSTRACT

Facial prostheses aim to artificially reconstruct the losses of substances from the var-
ious regions of the face by means of facial prosthetic silicone. However, this material
can become an excellent medium for opportunistic microorganisms. The purpose of
this study was to test the efficacy of solutions based on green propolis extract com-
pared to conventional solutions in the removal of biofilm in facial silicone elastomer
disks. Silicon disks with a 10-mm diameter and 2-mm thickness were made and sub-
jected to 48 hours of growth and development of the Staphylococcus aureus biofilm.
The silica disks were treated with the solutions proposed in the (an aqueous solution
of green propolis (ASGP) and/or ethanol solution of green propolis (ESGP), both at
10% concentration; an anti-microbial agent DaroBrand (ATDB), specific for facial
prosthesis; 4% chlorhexidine (CHX4) as a positive control; and distilled water (CTLA)
as a negative control). Disinfection treatments for all solutions were performed in
three different time periods (10 min, 15 min, or 30 min). Microbiological analysis was
performed in triplicate in two independent experiments. Colony count was verified by
analysis of the CFU/mL number. Two-factor Analysis of Variance (ANOVA) was ap-
plied to the data, followed by the Tukey test (a = 0.05). CHX4 and ASGP treatments
were verified without CFU. Both treatments — ASGP and ATDB - presented lower
CFU values in relation to the control. A wide spectrum of antibiofilm for ASGP was
completed and the effective antimicrobial effect of the other treatments was evaluat-
ed.

Keywords: Maxillofacial prosthesis. Biofilm. Disinfection. Propole. Chlorhexidine.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

et al. =e outros

mm = milimetro (unidade de medida equivalente a 10-3m)
cm = centimetro (unidade de medida equivalente a 10?m)
mL =mililitro (unidade de medida equivalente a 10-3L)

I = microlitro (unidade de medida equivalente a 10-5L)
min = minuto

h = hora

psi ou Ib/in? = pound force per square inch ou libra-forga por polegada
g =grama (o grama)

Ind. Com. Ltda.  =Industria e Comércio Limitada

CRTA = agua destilada como controle positivo

CHX4 = gluconato de clorexidina a 4%

SAPV = solugao etandlica de propolis verde a 10%

SEPV = solugao aquosa de propolis verde a 10%

ATDB = agente antimicrobiano especifico-Daro Brand

PVB = Prépolis verde brasileira

% = porcentagem

°C = Graus Celsius

SP =Sao Paulo

RJ = Rio de Janeiro

EUA = Estados Unidos da América

TCC = Trabalho de concluséo de curso

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

In = logaritimo natural
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1 INTRODUGAO

A protese facial esta entre as varias modalidades da prétese maxilofacial,
sendo responsavel por reconstruir artificialmente ou aloplasicamente as perdas de
substancia da regido de cabecga e pescogo'’3. Esta area da Odontologia restaura a
anatomia facial perdida ou comprometida por cancer, traumas ou defeitos
congénitos, por meio de substitutos artificiais, devolvendo a estética e a identidade
facial ao paciente, além de contribuir para elevar a autoestima dos pacientes
mutilados, reintegrando-os, assim, ao convivio social*>.

Atualmente, o elastdmero de silicone facial é considerado o material que mais
se aproxima do ideal para a confecgao de proéteses faciais, por apresentar facilidade
de manipulacéao, propriedades fisicas e mecanicas viaveis, biocompatibilidade, custo
relativamente acessivel, além de permitir pigmentacao e caracterizagao, e ter textura
semelhante a da epiderme3. Essas caracteristicas possibilitam que o profissional
alcance um padrao estético agradavel para a prétese, a ponto de ser mimetizada
aos tecidos circunjacentes, atingindo aparéncia natural3°.

No entanto, € conhecido que esses materiais podem apresentar problemas
associados a sua utilizagdo, tais como a absor¢cdo de agua, deformacdo
permanente, deterioragéo superficial e alteragao de cor a longo prazo®®8. As proteses
faciais, geralmente quando instaladas, entram imediatamente em contato com as
margens do tecido remanescente ao defeito facial ou loja cirurgica, ambiente que em
sua grande maioria, estdo contaminados com os fluidos humanos, como sangue,
suor e secregdo local® . Com isso, a superficie da prétese facial pode tornar-se
favoravel a colonizagcdo por uma determinada microbiota e consequente
desenvolvimento de biofilme.

O biofilme é definido como uma comunidade de micro-organismos sesseis
caracterizada por células que se aderem a um substrato biético ou abidtico e umas
as outras, embebidas em uma matriz ou polimero extracelular, e constitui um modo
de protegcdo dos micro-organismos permitindo sua sobrevida em ambientes
hostis'"'2. A maioria dos micro-organismos infecciosos e colonizadores de
superficies de biomateriais sdo encontrados ligados a superficie de um biofilme
formado'?'4, Esses micro-organismos estdo diretamente relacionados a casos de
dermatite bacteriana, endoftalmites, entre outros, e também tém a capacidade de

aderir em uma grande variedade de superficies'. Entre os micro-organismos



colonizadores de proteses maxilofaciais e tecido remanescente encontram-se os
estafilococos coagulase-positivos, cujo principal representante € o Staphylococcus
aureus™, e os estafilococos coagulase-negativos, cuja espécie mais frequente é o
Staphylococcus epidermidis'. O S. aureus vive principalmente nas superficies das
mucosas e tem sido considerado um dos mais versateis e perigosos patdogenos
humanos devido aos seus fatores de viruléncias com alto grau de patogenicidade'.

Diante disso, é importante ressaltar a necessidade do controle da formagao
de biofilme para manter a saude do tecido remanescente dos portadores de prétese
facial. Os métodos de tratamentos de desinfeccdo dos materiais utilizados em
préotese facial ainda sdo escassos na literatura®®19. Dentre os métodos de limpeza
citados para proteses maxilofaciais estd a utilizagdo de solugdes quimicas ou
fitoterapicas, associadas ou ndo ao uso de técnicas alternativas como radiagéo por
energia de micro-ondas, entre outras®8 1516,

O método da friccdo ou escovagao de proéteses faciais ainda nao é totalmente
aconselhavel, pois esta lavagem repetida pode dissolver e/ou remover a
pigmentacao estética extrinseca de sua porgao estética anterior, € mesmo contribuir
na deterioracdo do material a longo prazo®'9. A técnica da imersdo quimica é
essencialmente o método de escolha para a desinfecgdo de proéteses faciais. O uso
da solucdo de gluconato de clorexidina, por exemplo, embora apresente limitagcdes
as propriedades do material®-®, tem sido recomendada como desinfetante, impedindo
a proliferagcdo de microrganismos'’. Estudos recentes sobre o uso de fitoterapicos
como agente de desinfeccdo de biomateriais vém sendo desenvolvidos, e os
resultados tém mostrado eficacia antimicrobiana desses compostos'®20. Estudo
realizado por Farnesi et al. (2009)?', encontrou atividade antibacteriana do extrato de
prépolis verde contra S. aureus.

O extrato de propolis apresenta, entre outras vantagens, além da eficacia
antimicrobiana, a baixa toxicidade, ja que nao ha relatos de casos de efeitos
colaterais e poucos casos de alergia e o baixo custo?'?2, Ainda, deve-se lembrar da
acao ja limitada dos demais produtos, devido ao aumento da resisténcia microbiana.
Existem diferentes variedades de propolis, de acordo com a espécie vegetal visitada
pelas abelhas e as variagdes climaticas da regido, na qual é produzida?3. A principal
espécie vegetal visitada pelas abelhas € o alecrim-do-campo, Baccharis

dracunculifolia, a qual vem sendo estudada no Brasil.
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Embora existam atualmente no mercado alguns produtos ja bem
estabelecidos de higienizagdo para préteses intra-orais e lentes de contato oculares,
nao se tem o mesmo para desinfeccao de proteses faciais. A grande maioria dos
estudos sao direcionados a limitacdo da microbiota aderida aos materiais utilizados
em préteses dentarias. Adicionalmente, deve-se considerar a especificidade da
microbiota patogénica na regido de bordas cirurgicas em pacientes portadores de
defeitos faciais, bem como a possibilidade de materiais utilizados na confecgéo
destas proteses.

Assim, a execugdo desta pesquisa se justifica pela necessidade de mais
estudos, a fim de buscar solugdes alternativas e eficazes para a desinfeccédo das
préteses faciais. Deve-se ressaltar que o tratamento com propolis € inovador e a
substancia vem sendo considerada promissora na Odontologia. O trabalho em
questdo € 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 Protese Bucomaxilofacial e muitos sdo 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.
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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 de
prépolis verde comparativamente as solu¢gdes convencionais na remogao do biofilme
contendo uma espécie de estafilococos, desenvolvido em superficie de elastdbmero

de silicone utilizado em proétese facial.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar in vitro a eficacia do tratamento com solugao de extrato de prépolis
verde, variando a concentragdo e o tempo de aplicagdo, na remogéao do biofilme de
estafilococos, sobre a superficie do elastdbmero de silicone facial.

- Verificar in vitro o tratamento com solugdo de extrato de prépolis
comparativamente a outras solucdes desinfetantes convencionais, na remog¢ao do

biofilme de estafilococos, sobre a superficie do elastdbmero de silicone facial.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste estudo foi utilizado o silicone facial incolor (Silicone Grau Médico MDX
4-4210®, Dow Corning Corporation, Midland, MI, EUA) de polimerizagdo por
temperatura ambiente, podendo esta ser acelerada por calor. A partir disso, foram
confeccionados 90 discos de silicone que serviram como substratos para o

desenvolvimento do biofilme bacteriano.

Confeccio dos discos de elastdbmero de silicone facial

Para a padronizacdo dos discos de silicone obtidos pelo elastbmero de
silicone MDX 4-4210® foi utilizada matriz metélica vazada na espessura de 2 mm,
contendo em seu interior 10 compartimentos circulares, com dimensdes de 10 mm
de diametro cada, que corresponderam as dimensodes dos discos de silicone. Esta
matriz 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
silicone ndo se aderisse as placas de vidro apds sua polimerizagdo. Em seguida, as
propor¢cdes da base/catalisador do elastbmero de silicone foram previamente
pesadas em balanca digital de precisdo, de acordo com as instrugdes do fabricante,
e misturadas com uma espatula de aco inoxidavel sobre papel A4 fixado em
bancada, em temperatura ambiente de 23 (+ 2°C) e umidade relativa de 50 (x 10%).
Apods a obtencdo de uma mistura homogénea do silicone, esta foi inserida no interior
da matriz metalica e o conjunto levado sob pressdo de aprox. 40 psi ou Ib/in?, a
temperatura de aprox. 115 (x 3°C), durante 15 minutos (Polimerizadora elétrica;
Metal Vander, Jaragua, SP, Brasil), para a remogédo das bolhas de ar formadas
durante o procedimento de manipulacédo® 8. Em seguida, a pressao foi removida e a
matriz com os discos confinados em seu interior foi mantida durante 15 minutos na
polimerizadora, de forma a obter a cura acelerada do material. Apds isso, os discos
de silicone permaneceram em repouso, a temperatura ambiente, durante 3 horas,
para estabilizagdo e completa polimerizagao do material.

Posteriormente, todos os discos de silicone facial foram submetidos a limpeza

em agua filtrada por 10 minutos, para remogéo de debris em sua superficie e, apos
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isso, foram deixados ao ar livre, em ambiente asséptico, para secagem. Em seguida,
os discos de silicone foram esterilizados por éxido de etileno?*, pela empresa Acecil
Central de Esterilizagdo Comércio e Industria Ltda, para eliminagao de possiveis

microrganismos remanescentes.

Tabela 1 — Numero de discos de elastdbmero de silicone facial para cada grupo de

solugao testada no estudo e para cada periodo de tempo de imerséo (n=6).

Solugdes

Grupo Controle Grupo Teste

CRTA CHX4 SAPV SEPV ATDB

10 (15 | 30 | 10 | 15 | 30 |10 | 15 | 30 | 10 | 15 | 30 | 10 | 15 | 30

min | min | min | Min | Min | Min | Min | Min | Min | Min | Min | Min | Min | Mmin | min

6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6

Cultivo bacteriano

As amostras de S. aureus (ATCC 25923) foram utilizadas neste estudo. Para
o preparo do inécuo, as amostras foram mantidas a -86°C em caldo Brucella (Difco,
Sparks, MD, EUA) contendo 10% de glicerol e semeadas em meio de cultura Tryptic
Soy Agar (TSA) (Difco), e incubadas a 37°C, em estufa bacterioldgica, por 24 horas.
As culturas foram inoculadas em um tubo falcon contendo 5mL de Tryptic Soy
Brouth (TSB) (Difco) sem dextrose suplementado com 1% de glucose (TSB w/
dextrose; Difco) e incubadas a 37°C, por 24 horas, a fim de obter células em fase
exponencial'?>. Apos este periodo, a densidade Optica foi mensurada por
espectrofotdmetro (MicroNal B542) a fim de estabelecer a concentragdo de 0,5 a
600nm?25.

Implantacdo do biofilme

Em um fluxo, os discos de silicone foram retirados do envelope de
esterilizacdo com o auxilio de uma pingca estéril e, sob condigdes assépticas,
transferidos individualmente e na posi¢cao horizontal para uma placa de cultura de 24

pogos contendo 1 mL de TSB sem dextrose suplementado com 1% de glucose. Em
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seguida 1yl de indcuo bacteriano, S. aureus, na concentragéo de 108 células/mL"? foi
adicionado no caldo de 1mL do TSB contido em cada de pogo da placa. O material
foi incubado a 37°C, com agitagcao de 100 rpm (OPAQ 110-OE; Incubadora-OVAN,
Espanha), durante 48 horas'. Apds as primeiras 24 horas, os discos de silicone
foram removidos com pinga estéril e lavados duas vezes, em uma nova placa de
cultura de 24 pogos, com 1ml de tampéao fosfato 0,1M pH 7,0 (PBS), a fim de
remover as células fracamente aderidas. Em seguida, os discos foram transferidos
para uma nova placa de cultura de 24 pogos contendo 1ml do caldo TSB sem
dextrose, suplementado com 1% de glucose e levados novamente para o agitador

para a formacao do biofilme.

Tratamentos de desinfeccao

Apos o periodo de incubacdo de 48 horas, os discos de silicone seguiram
imediatamente ao tratamento com as solugbes proposta no estudo: solucéo
etandlica de extrato de propolis verde a 10% (SEPV) com clorofila (Pharmanectar,
Belo Horizonte, Brasil), solu¢do aquosa de extrato de propolis verde a 10% sem
clorofila (Pharmanectar) (SAPV), agente antimicrobiano especifico para protese
facial (ATDB) (B-200-09 Daro Brand; Factor Il Inc., EUA), gluconato de clorexidina a
4% (CHX4) (Droga Clara, Belo Horizonte, Brasil) como controle negativo, e agua
destilada (CRTA) como controle positivo.

Os discos de silicone foram aleatoriamente distribuidos aos grupos de
tratamento (n=6) para cada tratamento de desinfec¢gdo proposto. Para todos os
tratamentos foram avaliados trés periodos de tempo (10 min, 15 min ou 30 min)&
10.17.18  Os tratamentos de desinfecgédo foram realizados em ambiente asséptico, de
forma que os discos colonizados da placa de 24 pogos foram retirados e imergidos,
individualmente, em uma nova placa de cultura de 24 pocos contendo 1mL de cada
solugdo desinfetante durante o periodo determinado, para, posteriormente, ser
lavado duas vezes em 1mL de PBS, em uma nova placa de cultura de 24 pocos.
Para o tratamento com ATDB o frasco contendo o produto foi agitado manualmente
por 20 segundos previamente a colocagao na placa 24 pogos. Apds a limpeza os
discos de silicone foram imersos separadamente em 4 ml de PBS contido em tubos

falcon.
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Contagem das células do biofilme

Para o desprendimento do biofilme aderido aos discos de silicone, cada tubo
falcon contendo o disco foi individualmente agitado em vortex trés vezes (7 W
durante 60 s, com pausa de 2 min entre cada agitagdo). Em seguida, os discos
foram removidos dos tubos e as solugdes foram diluidas em série em solucéo salina
(NaCL). Cada 100 uL de diluicao foram semeados no meio TSA em placa petri. As
placas petri foram incubadas a 37°C, em estufa bacterioldgica, por 24 horas. O
numero de unidades formadoras de colénias (UFC/mL)'3'5 foi estimado de uma
contagem entre 30 e 300 de UFC.

Analise Estatistica

Os dados foram analisados com o software XLSTAT for Microsoft Excel
(Copyright © 2015 Addinsoft, EUA). A transformagao Box-Cox foi utilizada para a
obtencdo de dados em acordo com a distribuicdo normal para o teste de
Kolmogorov-Smirnov (P=0.09). A transformacao indicou que a fungao logaritmica
natural (In) aplicada aos dados atende aos pressupostos da Analise de Variancia
(ANOVA). A Anadlise de Variancia (ANOVA) dois-fatores foi realizada para verificar a
diferenca significante entre os fatores analisados: tratamentos desinfetantes e
periodos. As diferencas significantes nos valores obtidos 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 de silicone tratados com SEPV e CHX4-controle negativo nao
apresentaram UFCs para os periodos de desinfec¢gao avaliados contra a cepa de S.
aureus, 0 que vem ressaltar o amplo espectro antibiofiime destes dois tratamentos.
Devido a isso, os tratamentos SEPV e CHX4 n&o foram considerados na analise de
variancia (ANOVA). No teste ANOVA para In, pode-se verificar diferenca estatistica
significativa para o fator tratamento (p<0,001), e a interacdo entre tratamento e
periodo apresentou-se no limiar de significancia (p=0,046) (tabela 2). No entanto,
nao houve diferenga estatistica significativa para o periodo isoladamente (tabela 2;

p=0,088), independente dos outros fatores.

Tabela 2 — Resultado do teste ANOVA para dois fatores para In (numero de células

aderidas/mL).
Fatores de variagao gl SQ Qm F P
Periodo 2 18,496 9,248 2,569 0,088
Tratamento 2 397,990 198,995 55,270 <0,0001*
Periodoxtratamento 4 38,074 9,518 2,644 0,046*
Erro 2 18,496 9,248 2,569
Total 2 397,990 198,995 55,270

*P< 0,05 denota diferenca estatistica significante.

Os valores médios e os desvios padrdes de UFC para cada tratamento
desinfetante, independente do periodo de desinfecgao estdo apresentados na figura
1. A figura 2 apresenta a placa petri para contagem de UFC do tratamento SAPV no
periodo de 15 min. Pode-se verificar entre os tratamentos, menor numero de UFC
para os discos de silicone tratados com ATDB (UFC=7,68E+03) e SAPV
(UFC=2,48E+05), com diferenca estatisticamente significativa (tabela 2, figura 1;

p<0,001), em relacdo ao CRTA-controle negativo (UFC=1,16E+06). Além disso, os
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discos tratados com ATDB apresentaram menor numero de UFCs, estatisticamente

significativa (figura 1; p<0,001) em relagdo ao SAPV.

1.60E+06
A p<0,0001; ANOVA
,- 1.16E+06
1.20E+06 .
E
O 8.00E+05
rd
-
B
4.00E+05
- 2.22E+05 C
- 7.68E+03
0.00E+00 ———
CTLA SAPV ATDB

Tratamentos Desinfetantes

Figura 1 — Média e erro padrdo do numero de células aderidas de S. aureus (ATCC
25923) por mL para cada tratamento desinfetante, independente do periodo de
desinfeccdo. Letras maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos desinfetantes (p<0,0001; ANOVA).

Figura 2 — Placa Petri com a presencga de coldnias formadas por mililitro.
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No entanto, considerando a interagao tratamento e periodo para o numero de
UFC, cada tratamento n&o apresentou diferenca estatisticamente significativa (figura
3; p>0,05) entre os periodos de desinfeccdo, com exce¢do do SAPV entre 10
(UFC=5,93E+05) e 30 minutos (UFC=2,75E+03).

2.50E+06
p=0,046; ANOVA
A
2.00E+06
1.60E+06 A
E 1.50E+06 1.24E+06
o AB
L ABC
=) 1.00E+06 6.36E+05
5.93E+05
BCD D D CD D
5.00E+05
1.49E+05
2.75E+03  220E+03 1:99E+04  g50E402
0.00E+00 = - N s

CTLA10 CTLA15 CTLA30 SAPV10 SAPV15 SAPV30 ATDB10 ATDB15 ATDB30

Tratamentos Desinfetantes

Figura 3 — Média e erro padrdo do numero de células aderidas S. aureus (ATCC
25923) por mL para cada tratamento desinfetante e periodo de desinfecgcao. Letras
maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre os tratamentos e

desinfetantes e periodos respectivamente. (p=0,046; ANOVA).
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5 DISCUSSAO

O estudo testou a acdo antimicrobiana de tratamentos com solugdes
desinfetante simulando, in vitro, as condi¢des do crescimento estatico do biofilme
superficial, que se encontram em proéteses faciais. O sucesso da colonizagao
bacteriana na superficie do silicone facial depende da adesdo inicial de
microrganismos, pois quando a bactéria se adere e se prolifera no material ha a
formagdao de substancias poliméricas extracelulares promovendo a formacédo do
biofilme, como forma de protecdo em ambientes externos'? 4. Com isso, a adeséo
bacteriana depende de varios fatores para ocorrer, entre eles a sua patogenicidade,
além das caracteristicas influentes do biomaterial?®. Adicionado a isso, a agdo de um
desinfetante contra microrganismos em biofilmes pode variar no tempo e no espaco.
No entanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa para o periodo de
desinfeccéo (tabela 2; p=0,088).

Pode-se verificar neste estudo, que todos os tratamentos avaliados
apresentaram eficacia antimicrobiana nos devidos periodos de desinfeccdo em
relacdo a remocgao do biofilme bacteriano superficial aderido ao silicone protético
facial. A solugéo etandlica de extrato de prépolis verde a 10% apresentou amplo
espectro antibiofilme, pois ndo houve formacédo de UFC, com resultado idéntico ao
controle positivo de gluconato de clorexidina a 4%, agente antimicrobiano
solidificado na literatura’. A clorexidina € um composto sintético derivado a partir de
bis-biguanida com elevado nivel de atividade antimicrobiana, que em pequenas
concentragbes de sais de clorexidina, sdo geralmente suficientes para inibir o
processo reprodutivo ou exterminar espécies bacterianas'”%7.

As acbes hepatoprotetora, antitumoral, anti-inflamatéria e antioxidante da
prépolis j& sdo comprovadas e utilizadas desde a antiguidade como terapia®®. A
composi¢cao e atividade bioldgica da propolis verde brasileira (PVB), Baccharis
dracunculifolia, apresenta terpenoides e derivados de acido pré-diluidos de
cumamina, além de flavonoides?%3°. Assim a PVB é uma mistura natural e poderosa
fonte de novos agentes antibacterianos e antifingicos3!. A principal agéo

antimicrobiana da propolis advém da presenca de flavonoides, acidos fendlicos e
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derivados em sua composicdo que sdo capazes de promover dano estrutural na
membrana e/ou na parede celular de bactérias?!-30:3233 Além disso, estudos prévios
ressaltam que apenas um unico componente/substancia isolada da préopolis nao
possui maior atividade antibacteriana comparada ao extrato total?>3334, Portanto é
interessante que as solugdes ou polimeros derivados extraidos da propolis sejam
resultante da combinacio de varios componentes a partir do extrato bruto.

Para obter as ag¢des terapéuticas, a propolis ndo deve ser utilizada em sua
forma bruta e sim purificada, sendo preparada com solventes, como a agua e o
etanol (utilizados no presente estudo), para preservar os componentes ativos e
eliminar o material indesejado?>*. O etanol como solvente permite a extragdo
seletiva de alguns componentes do extrato diretamente relacionados a atividades
antimicrobianas??2. O amplo espectro antibiofilme da solugdo etandlica de propolis
verde a 10% encontrado neste estudo pode ser atribuido justamente a extragao
seletiva de componentes auxiliada pelo solvente etanol. Em relacdo ao tratamento
realizado com solugao aquosa de propolis verde a 10% pode-se verificar a formagao
de UFC, com diferenca significativa em relagdo ao controle com agua destilada.
Assim pode-se sugerir que as diferengas dos efeitos entre ambas as solugdes de
propolis do presente estudo sdo devido ao método de extragdo com consequente
diferencga entres os componentes extraidos e suas combinagdes.

Os resultados deste estudo corroboram com outros estudos que avaliaram a
atividade antimicrobiana relacionada a bactérias e fungos, entre eles S. aureus e C.
albicans com o uso de extrato de propolis na microbiota oral. Pina et al. (2017)%
avaliaram a eficacia de um gel de extrato de propolis brasileira para erradicar
especies de Candida spp. oral e verificaram atividade antimicrobiana promissora do
produto. Enquanto Acka et al. (2016)% compararam a eficacia antimicrobiana do
extrato etandlico de propolis ao gluconato de clorexidina frente a diversos
patdgenos, constatando a sua eficacia em biofilmes orais. Ainda em concordancia
com nossos resultados, tais autores, concluiram que o extrato de prépolis verde
pode ser alternativa de tratamento, comparativamente a medicamentos ja utilizados.
Neste contexto, as solucbes de propolis avaliadas neste estudo podem ser
alternativas eficazes como agente desinfetante para proteses faciais, em particular a
solugao etandlica devido ao amplo espectro.

Além disso, no presente estudo, pode-se observar menor nimero de UFC

para os discos tratados com antimicrobiano especifico para protese facial,
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estatisticamente significativa em relagdo a solugdo aquosa de extrato de propolis
verde a 10%. Este fato pode ser atribuido a alguma particularidade nos reagentes do
produto. No entanto, nenhuma informacgao sobre seus componentes foi encontrada
na literatura ou disponibilizada nas suas instrucdes de uso. E importante ressaltar a
vantagem da auséncia de coloragédo do produto, o que o torna atrativo como agente
desinfetante, uma vez que visualmente n&o interfere na estética das préteses faciais.

Entre as limitacbes deste estudo aponta-se a possibilidade das solugdes de
prépolis em ocasionar alguma alteracdo das propriedades fisicas e mecanicas nos
materiais de uso em préteses faciais como alteracao de cor, principalmente pela
presenga da substancia clorofila, que pode prejudicar na estética e inviabilizar a
protese a longo prazo. Além disso, a diminuicdo da dureza e alteracédo da
estabilidade dimensional também podem vir a prejudicar na borda e retencdo da
protese.

Contudo, convém ressaltar que a avaliacdo de biofilmes isolados pode limitar
o crescimento bacteriano por ndo proporcionar as condigdes ambientais ideais que
este encontraria em contato com o tecido adjacente a prétese facial. Desta forma,
deve-se continuar a investigar produtos alternativos e eficazes a patogenicidade
microbiana e que também promovam conforto e estética satisfatéria a reabilitacao de

portadores de defeitos faciais.
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6 CONCLUSOES

- Todas as solug¢des desinfetantes do estudo apresentaram eficacia antimicrobiana

para os periodos avaliados.

- A solucédo etandlica de extrato propolis verde a 10% apresentou total espectro na
remogao do biofilme de Staphylococcus aureus na superficie de silicone facial

protético, igualando-se ao gluconato de clorexidina a 4%.

- Os tratamentos desinfetantes com antimicrobiano especifico Daro Brand® e
solucdo aquosa de extrato prépolis verde a 10% apresentaram menor numero de

UFC quando comparado ao controle com agua destilada.
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APENDICES

APENDICE A — Materiais e equipamentos utilizados no estudo

Figura 4 — Elastdmero de Silicone Facial (MDX 4-4210; Factor I, EUA)
FONTE: Arquivo Pessoal



Figura 5 — Cepa de S. aureus (ATCC 25923)
FONTE: Arquivo Pessoal

Figura 6 — Reagentes de microbiologia: meio de cultura TSA (Difco, EUA), TSB

(Difco) e Dextrose (Inlab, Brasil).
FONTE: Arquivo Pessoal.
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Figura 7 — Solugdes desinfetantes utilizadas como tratamento no estudo: (A) solugéo
etandlica de extrato de propolis verde a 10%-SEPV (Pharmanectar, Brasil); (B)
solugao aquosa de extrato de propolis verde a 10%-SAPV (Pharmanectar); (C)

gluconato de clorexidina 4%-CHX4 (Droga Clara, Brasil); (D) Daro-Brand®-ATDB

(Factor I, EUA); (E) agua destilada-CTLA.
FONTE: Arquivo Pessoal.
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Figura 8 — Alca em T para esfregago (Inlab, Brasil)
FONTE: Arquivo Pessoal
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Figura 9 — Balanca digital (Bel engineering, Brasil)
FONTE: Arquivo Pessoal

Figura 10 — Panela Polimerizadora (Metal Vander, Brasil)
FONTE: Arquivo Pessoal



Figura 11 — Espectrofotdmetro (B542; MicroNal, EUA)
FONTE: Arquivo Pessoal

Figura 12 — Vortex Mixer (Vortex-Genie 2; DAIGGER, EUA)
FONTE: Arquivo Pessoal
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Figura 13 — Incubadora (OPAQ 110-OE; OVAN, Espanha)
FONTE: Arquivo Pessoal

APENDICE B - Confecgao dos discos de silicone

Figura 14 — Vista superior da matriz metalica
FONTE: Arquivo Pessoal
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Figura 15 — Insercdo do silicone facial no interior dos vazamentos da matriz metalica

e posicionamento da placa de vidro sobre esta
FONTE: Arquivo Pessoal

Figura 16 — Interior da panela polimerizadora contendo o conjunto (matriz metalica +

silicone facial). FONTE: Arquivo Pessoal
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Figura 17 — Desprendimento dos discos de silicone facial ja polimerizados da matriz

metalica
FONTE: Arquivo Pessoal

Figura 18 — Discos de silicone facial
FONTE: Arquivo Pessoal
APENDICE C — Cultura, Desenvolvimento do Biofilme e Contagem das Unidades

Formadoras de Col6nias

Figura 19 — Culturas de S. aureus iniciada em TSB e mantidas em crescimento a
37°C
FONTE: Arquivo Pessoal
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4

Figura 20 — Discos de silicone em meio de cultura inoculado com S. aureus mantidas

sob agitagao para desenvolvimento do biofilme
FONTE: Arquivo Pessoal

Figura 21 — Discos de silicone na placa 24 pocgos: (A) placa com os discos imersos
em meio contendo a bactéria apos 24 horas de crescimento; (B) primeira lavagem
com PBS (C); segunda lavagem com PBS; (D) placa com os discos imersos em

novo meio de cultura para mais 24 horas de crescimento
FONTE: Arquivo Pessoal
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Figura 22 — Discos de silicone imersos no meio de cultura inoculado com S. aureus

apo6s 48 horas de desenvolvimento do biofilme
FONTE: Arquivo Pessoal

Figura 23 — Desinfec¢ao das amostras apos desenvolvimento do biofilme
FONTE: Arquivo Pessoal
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Figura 24 - (A) Desprendimento do biofilme por vortex e (B) tubo falcon contendo o

disco de silicone e 4 ml de PBS apds agitagao
FONTE: Arquivo Pessoal

Figura 25 — Procedimento de diluicdo seriada em salina: (A) transferéncia de 100 uL
da solugao agitada contendo os discos para os ependorfs. (B) Cada ependorf

conteve 900 pL de salina + 100 pL da solucao transferida
FONTE: Arquivo Pessoal
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Figura 26 — Procedimento de espalhamento da diluicdo seriada na placa pertri
contendo TSA: (A) Infiltragdo de 100 uL de cada diluigdo na placa petri e (B)

espalhamento do conteudo com algaem T.
FONTE: Arquivo Pessoal

Figura 27 — Placas Petri ap6s incubacao a 37°C por 24 horas pronta para contagem

do numero de coldnias formadas por mililitro
FONTE: Arquivo Pessoal
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