UNESP - Universidade Estadual Paulista

Faculdade de Odontologia de Araraquara

CAROLINA DE ASSIS BARROS BRITO

Avaliacao da eficacia de substancias naturais
antimicrobianas e seu efeito em determinadas
propriedades do gesso tipo IV

Araraquara

2013

gk el

5|
=
2|
=
3|
5|
=

|ve




Af

'q

UNESP - Universidade Estadual Paulista

Faculdade de Odontologia de Araraquara

CAROLINA DE ASSIS BARROS BRITO

Avaliacéo da eficacia de substancias naturais antimicrobianas
e seu efeito em determinadas propriedades do gesso tipo IV

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-Graduagcdo em
Reabilitacdo Oral — Area Protese, da Faculdade de
Odontologia de Araraquara, da Universidade Estadual

Paulista, para obtencdo de Titulo de Mestre em Reabilitacédo
Oral.

Orientador: Prof. Dr. Jodo Neudenir Arioli Filho

Co-Orientador(a): Denise Madalena Palomari Spolidério

Araraquara

2013

/[[5

B
>

)
B

5

Y

>

A2

X




Carolina de Assis Barros Brito

CAROLINA DE ASSIS BARROS BRITO

Avaliacao da eficacia de substancias naturais antimicrobianas
e seu efeito em determinadas propriedades do gesso tipo IV

COMISSAO JULGADORA
DISSERTAQAO PARA OBTENQAO DE GRAU DE MESTRE
Presidente e Orientador: Prof. Dr. Jodo Neudenir Arioli Filho
2° Examinador: Profa. Dra. Regina Helena Barbosa Tavares da Silva

3° Examinador: Prof. Dr. Rafael Leonardo Xediek Consani

Araraquara, 04 de margo de 2013



Carolina de Assis Barros Brito

Dados Curriculares

CAROLINA DE ASSIS BARROS BRITO

Nascimento: 15/03/1988. Brasilia/DF
Filiacdo: Francisco de Assis Brito
Maria Eduarda de Barros

2006/2011 — Graduacao em Odontologia — Faculdade de Odontologia de

Araraquara/Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”

2011/2012 — Mestrado em Reabilitagdo Oral, Area de Concentrac&o Protese.

Faculdade de Odontologia de Araraquara/Universidade Estadual Paulista

2011/2012 - Estagio de Docéncia em Protese Parcial Fixa e sobre implante.

Faculdade de Odontologia de Araraquara/Universidade Estadual Paulista

2012/2012 - Estagio de Docéncia em Protese Total. Faculdade de Odontologia de

Araraquara/Universidade Estadual Paulista



Carolina de Assis Barros Brito

@2 i

ST
L/f@g(w,
Pai... E chegada a etapa final deste trabalho. Porém, este momento so6 foi possivel

gracas a todos que estiveram presentes comigo, por Sua intercesséo.

Obrigada Pai, por ter me concedido a graca de ter sido gerada por pais tao
maravilhosos, os quais sédo fonte de amor, inspiracéo, perseveranca, forca, e moral.

Os pilares da minha vida, Francisco de Assis Brito e Maria Eduarda de Barros.

Agradeco também, Pai, pela minha segunda mée, Jaqueline Concei¢do Ruthes. Uma

pessoa serena, dotada de uma alma unificadora.

Foi por eles na minha vida que eu sou 0 que eu sou, e sei que posso ser sempre

algo mais.
Obrigada Pai, por meus quatro melhores amigos:

Felipe Eduardo, Ygor Eduardo, Rodolfo e Vitorugo. Eles sempre me encheram de

alegria e forca em cada momento que fraquejei.

E pela alegria de ter estas pessoas em minha vida, Senhor, que dedico este
trabalho. O Senhor me encheu com sua luz, mais uma vez. Dai-me forcas para

continuar a crescer,

Que assim seja.



Carolina de Assis Barros Brito

(%z becs 5‘%

Ao meu orientador, que me recebeu como uma nova filha. Obrigada por ter
acreditado em mim e ter me prestigiado com sua amizade. Agradeco-lhe por todos

0s ensinamentos e todo o apoio que me foi proporcionado.

A Profa. Dra. Denise Madalena Palomari Spolidério, pelo acolhimento no
Laboratorio de Biologia Molecular e Microbiologia. Uma pessoa acolhedora e

dedicada a pesquisa e ética.

A amiga de todos os momentos Profa. Dra. Regina Helena Barbosa Tavares da
Silva. Vocé esteve presente nas minhas conquistas mais importantes, nos melhores
e piores momentos. Minha méae de coracao, muito obrigado por tudo. Sua presenca
na minha vida foi fundamental para o meu crescimento profissional como também
para o meu crescimento pessoal. Vocé é espelho de competéncia, dedicacéo e

amor ao trabalho.

Ao meu amigo Rodrigo de Paula, pela ajuda de grande valia no trabalho e
disposicédo todas as horas. Muito obrigado pela amizade e pelos ensinamentos e
por ter me dado todo o apoio desde o primeiro dia de mestrado. Sua amizade me
incentivou muito para a vida académica! Obrigada pela grande disposicao,

competéncia, dedicacdo e amor ao trabalho.

Aos meus amigos Fabiana Onishi, Paulo Calazans, Paula Olenscki, Erica Zanini, e

Thomas Medeiros, que estiveram comigo durante o mestrado. Obrigada pela



Carolina de Assis Barros Brito

alegria, espontaneidade, disposicao e vontade de aprender. “Feliz aquele que

transfere o que sabe e aprende o que ensina” Cora Coralina.

A Marilia pelos momentos de troca de experiéncia dos anos em Araraquara, e pela

valiosa ajuda na estatistica.

A Juliana Pirola, técnica do Laborat6rio de Patologia Experimental e Biomateriais
da Faculdade de Odontologia de Araraquara, pelo carinho e pela valiosa ajuda na

realizacdo dos trabalhos de pesquisa realizados no Laboratério.

A minha familia de Araraquara, Fabiano Neves, Vinicius Krieger, Rosa Virginia,
Tamires Garotti, e Katri Ranta, grandes pessoas que participaram do meu dia-a-dia.

Muito obrigada pelo carinho e momentos de alegria na nossa casa!



Carolina de Assis Barros Brito

g%ﬂmmd

A Faculdade de Odontologia de Araraquara, da Universidade Estadual Paulista
“Jualio de Mesquita Filho” — UNESP, na pessoa da sua diretora Profa. Dra. Andréia

Affonso Barreto Montandon e sua Vice-Diretora, Profa. Dra. Elaine Massucato.

Ao Departamento de Materiais Odontoldgicos e Protese da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — UNESP, representado pelo Chefe de Departamento

Prof. Dr. Francisco de Assis Mollo Junior.

A Coordenacéo da P6s-Graduacéo em Reabilitacdo Oral da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — UNESP, representado pelo coordenador Prof. Dr.

Carlos Eduardo Vergani.

Ao Conselho Tecnholdgico de Desenvolvimento Pessoal — CNPq, pela bolsa

concedida.

Aos docentes do curso de Pés-Graduacao em Reabilitacdo Oral, pela valiosa

participagcdo em meu crescimento profissional.

Aos colegas do curso de mestrado, especialmente ao meu grande amigo Geraldo

Camilo por estar comigo em mais uma etapa!

Aos funcionarios da secretaria de P6s-Graduacdo, pela valiosa ajuda prestada

durante todo o curso, principalmente a Martinha e a Dulce, eternas amigas!



Carolina de Assis Barros Brito

"O conhecimento é como uma esfera,
guanto maior o seu volume,
maior é o seu contato com o desconhecido."

Blaise Pascal



Carolina de Assis Barros Brito

Brito CAB. Avaliacdo da eficacia de substancias naturais antimicrobianas e seu efeito em
determinadas propriedades do gesso tipo IV [Dissertagdo de Mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2013.

Resumo

O objetivo foi avaliar o efeito de desinfeccdo, de solugcbes incorporadas em gesso
odontoldgico, contra um grupo de microrganismos, e verificar as alterac6es morfolégicas e
propiedades fisicas e mecanicas do gesso. O digluconato de clorexidina (2%), 6leo de
melaleuca (20%); propolis em solucdo hidroalcodlica (14%); extrato de propolis seco
(4,4% da massa de gesso) foram incorporados no gesso tipo IV. As propiedades
antimicrobianas foram avaliadas por teste de difusdo em agar em 1 hora, 24 horas, e 7
dias apds a confeccdo do modelo em gesso (n=8), para 0s microrganismos comuns da
cavidade oral: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Candida
Albicans. As propriedades fisicas e mecanicas do gesso modificado (n=10) foram
avaliadas por: resisténcia a compressao, reproducdo de detalhes, alteracdo dimensional,
e tempo de presa, ja as alteracbes morfolégicas foram analisadas por meio de
microscopia eletrénica de varredura. Foi observado que o digluconato de clorexidina a 2%
foi eficaz contra todos o0s microrganismos, exceto Candida Albicans. O extrato
hidroalcodlico de propolis foi eficaz para S.Aureus, porém com efeito antimicrobiano
menor que o digluconato de clorexidina 2%. O extrato de propolis hidroalcodlico
demonstrou efeito antimicrobiano somente para os microrganismos Candida Albicans, e
S. Aureus. As alteracdes mecanicas e fisicas encontradas com a incorporacdo de
antimicrobianos ao gesso estdo dentro das especificacdes da ADA, ISO e Anusavice &
Phillips, citadas na literatura odontolégica. Como concluséo a clorexidina & 2% tem 6timas
propriedades antimicrobianas para ser incorporado ao gesso odontologico, e né&o
apresentaram alteracdes mecanicas, fisicas e morfoldgicas significativas.

Palavras-chave: sulfato de calcio , propolis, desinfetantes.
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Brito CAB. Evaluation of the efficacy of natural antimicrobial substances and their effect on
certain properties of type IV gypsum [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade
de Odontologia da UNESP; 2013.

Abstract

This study evaluated the antimicrobial activity of disinfectant agents incorporated into type
IV dental stone at the time of mixing against some microorganisms typically of oral cavity.
2% chlorhexidine digluconate solution (CHX), 20% tea tree oil (TTO),14% alcohol propolis
extract, powder of propolis extract in 4.4% proportion of the dental stone mass and mixed
with sterile distilled water was incorporate in dental stone type IV. The antimicrobial
properties has evaluated for Agar diffusion test in 1 hour, 24 hours and 7 days, used for
the following microorganisms: Escherichia coli, Staphylococcus Aureus, Bacillus subtilis
and Candida albicans. The properties of modified gypsum (n = 10) were measured:
compressive strength, detail reproduction, dimensional alterations, and setting time, since
the morphological alterations were analyzed by scanning electron microscopy. CHX 2%
incorporate in dental stone demonstrated antimicrobial activity against all microorganisms,
with the exception of C. albicans. 14% alcohol propolis extract was effective for S.Aureus,
therefore with lower effect when incorporated at dental stone. It showed statistical
difference between disinfectant agents incorporated in dental stone group and control
substance with paper for all groups with chlorhexidine digluconate 2%, except S.Aureus.
14% alcohol propolis extract in paper group was demonstrated antimicrobial activity
against S.Aureus and C. albicans. The mechanical and physical changes found with the
incorporation of antimicrobial agents to gypsum are within normal limits according to ADA
specification, ISO, and Anusavice. It was demonstrated that 2% chlorhexidine digluconate
has great antimicrobial propriedades to be incorporated into the gypsum dental, and did
not present significant physical and mechanical changes. The study of other substances

may have antimicrobial activity with higher concentrations, but more studies are needed.

Keywords: calcium sulfate, propolis, desinfectants



Carolina de Assis Barros Brito

SUMARIO

(R [N A o To I¥ o} Lo BT P PP PUPUPPPPPPPPPP 13
2 Revisao da literatura
2.1 Barreiras para contamiNacao CrUZATA............uuuuuuiiiiiiieeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeas 15
2.2 Incorporacao de antimicrobianos ao gesso odontoldgico............ccccvvvvvvviiviniinnnnn. 19
2.3 Agentes antimicrobianos naturais: PropPoliS.........c.uuveieeeiiiiiiiiiie e 20
2.4 Agente antimicrobiano: digluconato de clorexiding...........cccccceviiiiiiiiiiiiniiniiieeeeeee 23
2.5 Agentes antimicrobianos naturais: 6leo de melaleuca..............ccccccvveeeiierieiiireennennn. 27
G o 0 o o 1] o= Lo T UEEPPPRUPU 30
4 Material e método
vt R A g F-1 [ YT o 1] Yo o] 1= T o - VSO SS 31
N R 1 (U o o 1 PP P PP RSTPPPPPPN 32
4.1.2 ConfecCao dOS MOIUES........ccooiiiiieeeee e e e e e e e e ee e e e anaans 32
4.1.3 ConfecCAo dOS COrPOS-UE-PrOVA .........uuurruruniiiiieeeeeeeeeeirieeeeaseenraaeeaaeeeaeaeeaseesesnnnnnn 33
4.1.4 Preparo das suspensdes MiCrobianas..........ccccccceeiiiiiiiiiiiiiii e 34
4.1.5 Preparo das Placas 08 POI.........uuuuuiiiiiiiiiiiiie e 34
4.1.6 Inoculacio do meio de cultura, insercdo dos corpos-de-prova e

o1 o = Tox= To TSP 35
4.1.7 Teste de difUSE0 EM AQAI........coo it e e 35
4.1.8 InterpretaGao dOS reSUIATOS. ........ccoiiiiiiiiiii et 36

4.2 Analises mecanicas, fisicas e morfolégicas

4.2.1 GrupPOS A€ AMOSIIAS. ....uuuuuiiieiiieeeeeeee et e ettt e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeaaa s e e eaaeeeeeeeens 37
4.2.2. ANAIISE dO tEMPO B PrESA.....evvvrriiiiiiiii e e e e eee ettt e e e e e e e e e et e e aeeaaes 38
4.2.3 Analise da reproducao de detalhnes...........coooiiiiiiiiiiiiiiiee e 39
4.2.4. Mensuracao da estabilidade dimensional linear.............cccccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiee 40
4.2.5. RESISIENCIA A COMPIESSAOD. . uuuuuuuiiiiiiieeees certitiiiiiaie e e e e e eeeeeeeeeeeeaeeasaaa e e e aeeaaeeeeens 41
4.2.6. ANAIISE MOIOIOQICA. .....ccc e e e e e 42
RV =1 (e Yo (o] [o o I F- U PP PP PPPPPPPP P 56

5 Resultado

B Ef@ItOS ANTimMiCT O AN O S et 59



Carolina de Assis Barros Brito

5.2 AlteragBes mecanicas, fisicas € MorfolOgiCas...........ccuuvieiieiiiiiiiiiie e 59

6 Discussao

6.1 EfeitoS antimiCrODIAN0S. .......uiiiiiiiiiiie ettt e e e e e 63
6.2 Alteracdes mecanicas, fisicas € MorfolOgiCas............ccvvvvueiiiiiiiiiiiiii e 65
7.Concluséo

7.1 .Das analises fiSiCAS MECANICA. ..........cuuiiiiiie e 68

7.2 Da andlise

YN 0L 118 a1Te (o] o=\ a = VTP RUPRUPRRRRN 68
7.3 CONCIUSAO GEIAL...ciiiiiiiiiiie et eeeaaaeeens 68
R (=] (=] A (oI TP 69

PN 1) o 1= TR 75



Carolina de Assis Barros Brito 13

1 INTRODUCAO

Na cavidade oral existem inUmeros microrganismos na saliva e no sangue que
podem desenvolver infecgbes oportunistas. Microrganismos patogenicos como E. Coli, C.

Albicans, e S. Auereus podem contaminar os materiais odontolégicos que entram em

. . . , . 28,37 .
contato com estes fluidos orais. Assim, varios estudos demonstraram a necessidade

de procedimentos que atuem como barreira contra a contaminagéo cruzada.

A adicdo de desinfetantes ao gesso odontoldgico vem ganhando énfase % 2% 34 4148,

82,42 porém,

como € o caso da substancia desinfetante digluconato de clorexidina
algumas substancias naturais se destacaram com propriedades antimicrobianas, por ser

de facil obtencéo e baixo custo, tais como a propolis e o 6leo essencial da Melaleuca.

Produtos naturais tém sido utilizados ha muito anos na medicina popular. A
descoberta de novas moléculas provenientes de plantas ou derivados semissintéticos,
tem estimulado a industria farmacéutica a pesquisar intensivamente os produtos de
origem natural. Entre esses produtos esta o 6leo de Melaleuca (tea tree oil — TTO) e a

prépolis.

Dados recentes demostraram que a atividade do TTO é de amplo espectro, sendo

. . g, . .o 10-11, 35, 27
antibacteriana, antlfunglca e antiviral .

Messagera et al.**(2005) testaram a atividade antimicrobiana de diferentes
concentracOes de tea tree oil ( TTO) e esta pareceu ser dependente da formulacéo e da
concentracdo , da concentragdo incorporadas e, por ultimo, do microrganismo.Os autores
concluiram que as formula¢Bes, de uma forma geral, alcancaram elevada reducédo no

numero de células bacterianas.

Ja o propolis ¢ um material resinoso que as abelhas (Apis mellifera L.) produzem a
partir do poélen varias espécies de plantas misturado com sua saliva, com o objetivo de

impedir que microrganismos se proliferem dentro da colméia.

Popova et al. #?

(2009), isolaram varios compostos do propolis cretense. A atividade
antimicrobiana dos compostos foi testada contra bactérias Gram-positivas, bactérias
Gram-negativas e contra alguns fungos patogénicos, tendo como resultado a constatacao

de uma ampla acdo antimicrobiana.
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De acordo com o avanco dos procedimentos para criar barreiras de contaminacao
cruzada, os materiais odontolégicos devem apresentar algumas caracteristicas
especificas as quais determinam o equilibrio entre suas propriedades fisicas, mecanicas e
biologicas. Assim, considerando a escassez de trabalhos cientificos na literatura
odontoldgica para a incorporagdo de substancias antimicrobianas de origem natural no
controle da contaminacdo cruzada, o presente estudo avaliou o efeito antimicrobiano da
incorporacdo de extrato de propolis, 6leo de Melaleuca (TTO), e digluconato de
clorexidina( CHX) em um gesso odontolégico tipo IV (Fuji Rock EP, GC Europe,
Leuven, Belgium), buscando melhor controle na infeccdo cruzada em trabalhos

protéticos.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Barreiras para Contaminagéo Cruzada

Na clinica odontoldgica, varios procedimentos provocam a contaminacdo por
microrganismos patogénicos. Podem-se citar as impressdes das arcadas dentarias com
materiais de moldagem, por isso a importancia de se fazer um controle da infeccao
cruzada. Na literatura encontramos varios estudos sobre tentativas de controle de

infeccéo cruzada entre consultério odontoldgico e laboratorio de proétese.

Minagi et al.*

(1986), avaliaram a influéncia de longos periodos de imersdao com
solucbes de hipoclorito de sédio 6% e glutaraldeido 2%, analisando a estabilidade
dimensional dos materiais de moldagem (siliconas de adigdoe hidrocoléide irreversivel). O
estudo concluiu que para os materiais a base de silicone, recomenda-se a imersdo em
hipoclorito de s6dio 6% por um periodo de 60 minutos, ja para o hidrocoldide irreversivel,
recomenda-se a imersdo em solucdo de glutaraldeido 2% pelo mesmo tempo. Tendo tais
informacdes € possivel evitar possiveis alteracdes nos trabalhos protéticos, diminuindo

possiveis transtornos.

Tebrock et al.>* (1989) relataram que imers&o de modelos de gesso em solucéo de

hipoclorito de sddio na concentracéo 0,525% é um eficaz agente antimicrobiano, se
deixado agir por 30 minutos. As impressdes contaminadas com B. subtilis foram utilizadas
para fazer moldes, e posteriormente, cultivadas. Nenhum crescimento do organismo de
teste ocorreu nas placas inoculadas a partir dos moldes desinfetados.

Mansfield, Whtie.3* em 1991 utilizaram E. Coli, S. Mutans, S. Aureus, S.
Marcescens, e B. Subtilis para contaminar uma impressao de silicone esterilizado. Gesso
combinados com 4 solucbes desinfetantes (lodéforo, glutaraldeido neutro, fenol, ou
hipoclorito de sédio) foram usados para fazer moldes. Ap6s 1 hora os moldes com
hipoclorito de sodio e glutaraldeido reduziu o niumero de organismos para o nivel do

controle negativo.

Jagger et al. 2 (1995), pesquisando 800 laboratérios, encontraram que em 175
deles as medidas de protecdo contra infecgdo cruzada eram insatisfatérias, mostrando a

importancia de se passar maiores informagdes aos técnicos de laboratorio de protese.
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Mitchell et al.*” (1997), utilizaram modelos contaminados com saliva, onde alguns
foram desinfetatos e outros n&o. Os desinfetados ficaram submersos em glutaraldeido por
20 segundos e ndo produziram nenhuma col6nia bacteriana. Ja os que foram lavados
somente com agua propiciaram a formacéo de algumas colonias. Os que foram lavados
com agua e sabdo resultaram menos colénias do que os lavados somente com agua.
Como era esperado no estudo, os que ndo receberam nenhum tipo de desinfeccao
apresentaram a producdo de varias colbnias bacterianas, portanto o estudo mostra a
importancia de se promover a desinfeccdo de modelos em trabalhos protéticos como
prevencao de possivel contaminagao cruzada. Uma observagéo importante deste estudo
€ o fato de que mesmo apos 4 horas da obtencdo do modelo, ndo houve alteracéo do

ndmero de colbnias bacterianas no mesmo.

Kugel et al.?®

(2000), mostraram que ha certa falta de comunicacdo entre técnicos
de laboratorio de prétese e cirurgides-dentistas, favorecendo a disseminacao da infeccao

cruzada.

Soares, Ueti °* (2001), realizaram um estudo comparativo da alteracdo
dimensional, textura superficial e resisténcia a compressao de troqueis de gesso,
submetidos a desinfeccdo quimica por imersao durante 30 min em solucéo de hipoclorito
de sodio a 1% ou glutaraldeido alcalino a 2,2% (com ou sem lavagem prévia em
ultrassom) e pela adicdo de glutaraldeido alcalino a 2,2% ou hipoclorito de sédio a 5% a
manipulacdo dos gessos IV e V, na confeccdo de troqueis. Concluiram que a desinfeccdo
guimica: (1) ndo provocou alteracdo dimensional significante nos troqueis de gesso; (2)
determinou alteracbes na textura superficial dos troqueis conforme o método de
desinfeccdo utilizado e (3) tanto a imersdo por 30 min como a adicdo de solugéo
desinfetante a mistura do gesso determinaram reducao na resisténcia a compressao dos

troqueis.

Silva, Salvador®® (2004), avaliaram a estabilidade dimensional das siliconas de
condensacao pesadas e leves para moldagem odontolégica, quando imersas em solugao
desinfetante por 10 e 20 minutos, relacionando a importancia da biosseguranca no
manuseio destes materiais. Os materiais de moldagem testados foram: Optosil Confort e
Xantopren VL Plus; e as solucdes desinfetantes foram o hipoclorito de sodio a 1%

(Solucéo de Milton) e o glutaraldeido a 2% (Glutaron II). Foram realizadas 50 moldagens,
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executadas pela técnica em passo Unico. Para assegurar a completa polimerizacdo o
material foi removido ap6s 7 minutos e submetido a imersdo nas solu¢des desinfetantes
nos tempos determinados, sendo um grupo controle representado por moldes sem
imersdo. Os resultados indicaram que as solucfes testadas podem ser seguramente
empregadas na desinfeccdo de siliconas de adigdo durante os procedimentos clinicos de

reabilitacdo protética.

Majewski et al.*

(2004), avaliaram 30 laboratérios de prétese nas cidades de Sao
José dos Campos e Jacarei, ofereceu um resultado alarmante. Mais de 70% dos técnicos
gue participaram do estudo desconhecem o0 perigo de contaminagdo cruzada entre
consultério e laboratério protético, favorecendo com que a preocupacdo com a

biosseguranca no local seja pequena.

Segundo Lindsay, Von Holy?® em 2006, a formacdo de biofilme é o estilo de vida
microbiana predominante em ambientes naturais e artificiais, e ocorre em todo tipo de
superficie. Varios tipos de superficies em cenarios clinicos sdo propensos ao
desenvolvimento de biofilme, e um risco aumentado a doenca pode ser uma
consequéncia direta dessa formacg&o. Embora se aceite que biofilmes s&o onipresentes na
natureza, o significado de biofilmes em ambiente clinico, principalmente com relacdo a

seu papel nas infeccBes médicas, é muitas vezes subestimado.

O autor Abdullah® (2006) fez um estudo sobre desinfetantes de moldes dentérios
através da imersdo. Os resultados demonstraram um aumento significativo da dimenséao
linear dos modelos de gesso depois de repetidas imersdes em solucao de hipoclorito de
sédio e agua destilada. Em relacdo a resisténcia a compressao, houve diminui¢do para
ambos os modelos de gesso. Apesar dos valores encontrados ndo serem os ideais.
Quanto aos detalhes de superficie, ambas as solu¢des causaram algum dano, porém nao

significativos.

Moura et al.*®

(2010), avaliaram a eficacia antimicrobiana do vapor de hipoclorito de
sodio 2,5% e 5,25% na desinfeccdo de moldes de hidrocol6ide irreversivel em Caixa
Umidificadora e Caixa Nebulizadora. Os resultados mostraram que em todos 0S grupos
observou-se maior numero meédio de colbnias dos grupos controles em relacdo aos

experimentais. O estudo concluiu que o hipoclorito de sédio 5,25% podera ser utilizado
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para desinfeccdo nos métodos Caixa Umidificadora e Caixa Nebulizadora, no entanto, a
concentracéo 2,5%, so sera eficaz quando utilizada no método Caixa Nebulizadora.

Surendra et al. >*(2011), mostraram que ao autoclavar materiais de moldagem
elastoméricos, em seu estudo, foram usado o polivinil. Somente foi encontrada alteracéo
dimensional quando foi feita a medida imediatamente apds a esterilizacdo. Ja uma
medicao feita 24 h depois da autoclavagem n&o mostrou nenhum tipo de alteragéao
dimensional, sendo, portanto conveniente esperar 24 h para que se possam vazar 0S
moldes de material elastomerico quando estes forem autoclavados. Esse € um processo,
portanto, satisfatério para impedir infeccbes cruzadas entre laboratério de prétese e
consultorio odontologico.

Segundo Fluent, Molinari?® (2011), os técnicos de laboratérios protéticos devem se
precaver de possiveis infecgcbes assim como o0s cirurgides-dentistas. O incorreto
manuseio de aparelhos protéticos, moldes ou modelos contaminados podem provocar a
chamada infeccdo cruzada, que pode ser evitada com protocolos de biosseguranca,
assim como uma boa comunicacdo entre dentistas e técnicos de laboratério sobre o
assunto, proporcionando um ambiente de trabalho mais seguro evitando-se acidentes

ocupacionais.

Barlean et al.” (2011), concluiram que entre os técnicos de prétese dentaria, 90.2%
dos técnicos afirmam a necessidade de promover desinfeccdo das préteses quando
chegam do consultério odontoldgico. Os equipamentos de protecdo sdo usados por
49,1% dos técnicos de prétese dentéria incluidos neste estudo (18,0% usam o
equipamento completo, 45,9% usam 6culos de seguranca, 37,7% usam mascaras e
19,6% usam luvas e toca). Dos laboratérios analisados 59,1% sdo equipados com
ventilagdo de ar, enquanto que a desinfeccdo de superficie € uma pratica comum em
85,2%. Os resultados também mostraram que 62,1% desinfetam as impressdes, 26,1% a
prétese final e 25,0% desinfetam os registros interoclusais. Os programas educacionais
para sensibilizar os técnicos de prétese dentaria sobre o controle de infec¢cdo, adotando
as medidas de prevencdo mais eficazes, sdo essenciais para reduzir a incidéncia de

técnicos, dentistas e pacientes a essa exposi¢do aos microrganismos.
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2.2 Incorporacgao de antimicrobianos ao gesso odontolégico

O gesso esta presente em Varios processos odontoldgicos, sendo este um foco de
infeccdo cruzada, assim sendo € satisfatério criar protocolos de desinfec¢do para esse
material.

Segundo Ivanovski et al.??

(1995), a interacdo entre clinica odontolégica e
laboratério de prétese é uma das areas mais dificeis, partindo de um ponto de vista de
controle de infeccdo cruzada, e a prevencao de moldes contaminados € a situacao ideal
para prevenir este alto indice de contaminacdo. Neste estudo foi testado o potencial de
desinfeccdo de desinfetantes incorporados ao gesso, contra alguns microrganismos, e o0
efeito disso sobre as propriedades do modelo. Dentre as solu¢des testadas, o digluconato
de 0,2% mostrou-se ineficaz. Concentragdes mais elevadas desta substancia podem
justificar estudos posteriores. Os autores destacaram que concentracdes mais elevadas
desta solucéo desinfetante podem justificar estudos posteriores.

Abdelaziz et al.> em 2002 testaram as propriedades do gesso ap6s a incorporacdo
de solugbes desinfetantes no momento da manipulacdo do gesso, e também a adi¢do de
substancias que, segundo a literatura, podem diminuir os efeitos adversos sobre a
rugosidade da superficie do gesso. As solucdes desinfetantes testadas foram 0,1% de
iodo povidona e 0,525% de NaOCI. As substancias adicionadas para minimizar os efeitos
adversos foram goma-arabica e hipoclorito de sédio. Os resultados deste estudo
mostraram que a adicdo de solucdes desinfetantes em quantidades maiores produziu
piores rugosidades na superficie do material. No entanto, a incorporacédo de goma-arabica
ou hipoclorito de sodio antes da mistura do gesso promoveu melhora nesta propriedade,

com niveis préximos aos do grupo controle.

Twomey et al.>

(2003) realizaram um estudo a fim de desenvolver um gesso pedra
dental com propriedades de desinfeccdo, compressao e resisténcia a tracdo adequada.
Utilizou a incorporacdo de hipoclorito de célcio em 0 a 1,5% em gesso dental, e testou
sobre o cultivo de B. Subtilis. Através deste, concluiu-se como sendo possivel a
preparacdo de um gesso pedra tipo V contendo um desinfetante e, que

concomitantemente, atenda as necessidades das propriedades mecanicas.

1
1.3

Lucas et al.”*(2008), em um estudo sobre incorporacédo de agentes desinfetantes ao

gesso tipo IV, utilizaram os seguintes grupos com hipoclorito de sodio, glutaraldeido 2%;
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Digluconato de Clorexidina 2%; em substituicdo de 100% da 4gua e em 50% da agua, e
outro grupo somente com agua. Os resultados do estudo mostraram que a incorporagado
do glutaraldeido 2% e digluconato de clorexidina 2%, ndo ocasionou prejuizos a
capacidade de reproducéo de detalhes do gesso tipo IV. A estabilidade dimensional linear
do gesso espatulado com esses mesmos produtos apresentou uma expansao
estatisticamente semelhante ao do grupo controle. O tempo de presa apresentou aumento
em todos os corpos-de-prova avaliados, porém o glutaraldeido 2% e o digluconato de
clorexidina 2% obtiveram valores dentro dos padrbes exigidos pela norma da I.S.O.

Independentemente da dilui¢ao.

Pereira et al.>

(2011), avaliaram em seu estudo a atividade antimicrobiana de dois
agentes desinfetantes (digluconato de clorexidina 2% e cloridrato de clorexidina 98%)
incorporados ao gesso |V durante sua manipulacdo. No teste microbiologico de difusédo
em Agar foram utilizados microrganismos s caracteristicos da cavidade oral: Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Bacilus subtilis e Candida albicans. As amostras foram
separadas em: gesso manipulado com agua destilada esterilizada (controle positivo);
gesso e papel manipulado com solugédo de digluconato de clorexidina 2%; 4) gesso e
papel com a incorporacéo de cloridrato de clorexidina 98% em pd, na proporcao de 1% da
massa do gesso, e manipulado com agua destilada esterilizada. Depois 1 hora e 24 horas
do vazamento do gesso, e em seguida, testado por difusdo em &gar. Os resultados
encontrados demonstraram que 0s agentes desinfetantes analisados apresentaram
atividade antimicrobiana quando misturados ao gesso, com excec¢do para Candida

albicans.

2.3 Agente Antimicrobiano: digluconato de clorexidina

7

O digluconato de clorexidina jA& € um produto bem conhecido na literatura
odontoldgica, usado como método de desinfeccdo em varias areas, pois a mesma possuli
uma potente eficacia antibacteriana.

Yesilsoy et al.>® (1995), analisando produtos que podem ser utilizados no tratamento
endodéntico, concluiu que o Peridex (digluconato de clorexidina 0,12%), assim como 0
Therasol, podem ter uma potente acdo antimicrobiana contra S. mutans, P. micros, P.

intermedius, e P. gingivalis. O meio utilizado para os testes foram tecidos subcutaneos de
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animais. Os testes foram feitos apds duas horas de inje¢cdo do produto, dois dias e duas

semanas, mostrando como resultado uma satisfatoria acdo antimicrobiana.

Segundo Zamany et al.®® (2003), o digluconato de clorexidina é um potente agente
antimicrobiano, e é diferente das outras solu¢des desinfetantes devido a sua capacidade
de se ligar a molécula de hidroxiapatita, criando um efeito residual. Os resultados deste
estudo mostraram que o digluconato de clorexidina foi mais eficaz na eliminagdo de
bactérias em comparacdo com o grupo controle, no qual foi usada solugéo salina.

Ainda demonstrando a efetividade antimicrobiana do digluconato de clorexidina em

diversas areas da odontologia, Schwach-Abdellaoui et al.*’

(2003) afirmaram que a
clorexidina possui efeitos benéficos quando utilizada em fases operatéria e ndo operatéria
durante o tratamento periodontal cirdrgico e ndo cirdrgico, tais como acdo de uma
superficie bacteriostatica e liberacdo gradual. A acdo antibacteriana do digluconato de
clorexidina ocorre pelo aumento da permeabilidade da membrana celular e sua estrutura
guimica permite que ela permaneca na cavidade oral durante um prolongado periodo de
tempo, mesmo apds uma lavagem.

Estrela et al.'® em 2003 avaliaram o efeito antimicrobiano da clorexina a 2% e do
hipoclorito de sédio a 2% através de testes de difusdo em Agar e de exposicdo direta
utilizando cinco tipos de cepas de microrganismos s: S. Aureus, E. Faecalis, P.
Aeruginosa, B. Subtilis, C. Albicans e uma mistura destes. No estudo, os resultados foram
favoraveis para todos os indicadores biologicos testados. Os resultados foram
comprovados pelo diametro do halo de inibicdo do crescimento microbiano em torno de
discos de papéis contendo as substancias, no teste de difusdo em Agar; e pela anélise da

turvacdo do meio de cultura, no teste de exposicao direta.

Em outro estudo, Estrela et al.l’

em 2003, determinaram a concentracdo inibitéria
minima e a atividade antimicrobiana de 4 tipos de solu¢Bes irrigadoras mais
frequentemente utilizadas em tratamentos endodénticos, entre elas o digluconato de
clorexidina 2%, realizando teste de exposicdo direta em cepas dos mesmos
microrganismos s no estudo citado acima. O crescimento bacteriano foi analisado pela
turvacdo do meio de cultura e comprovacéo pela coloracdo de Gram. Como resultado, o

digluconato de clorexidina 2% apresentou efetividade sobre os microrganismos s S.
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aureus, E. Faecalis e C. albicans e foi inefetivo sobre P. Aeruginosa, B. Subtilis e a cultura

mista.

Vianna et al.”’

(2004), tiveram como objetivo investigar in vitro a agcdo antimicrobiana
de digluconato de clorexidina em trés concentracdes (0,2%, 1%, e 2%) nas formas de gel
e liquido, comparados com diferentes concentractes de hipoclorito de sédio (0,5%, 1%,
2,5%, 4% e 5,25%). O estudo mostrou diferentes tempos de acdo antimicrobiana, o gel e
o liquido de 2% de digluconato de clorexidina eliminou S.aureus e C. albicans em 15
segundos e a mesma forma em gel eliminou E. Faecalis em 1 minuto. Todos os irrigantes
do estudo eliminaram P. endodontalis, P.gingivalis e P.intermédia em 15 segundos. O
tempo encontrado para a digluconato de clorexidina em forma liquida a 1% e 2% para a
eliminacdo de todos os microrganismos s foi 0 mesmo necessario para o hipoclorito de
sodio a 5,25

Dumani et al.®

(2007) avaliaram a eficacia das solugbes desinfetantes de
digluconato de clorexidina na concentracdo 2% e hipoclorito de sédio a 1% e 5%, em
diferentes intervalos de tempo, sobre cones endodonticos. A solugéo de o digluconato de
clorexidina é eficaz contra varias bactérias, tanto gram positivas quanto gram negativas, e
também contra leveduras. Seu mecanismo de acdo envolve a interacdo entre carga
positiva da molécula de CHX e grupos fosfato carregada negativamente na parede da
célula bacteriana, o que permite que a molécula de CHX penetre no microrganismo. Os
resultados desde estudo mostraram que o digluconato de clorexidina 2% foi eficaz apés 5
minutos de tratamento.

Sassone et al.®

em 2008, testaram a atividade antimicrobiana de solucdo de
hipoclorito de sodio a 1% e 5% e de digluconato de clorexidina a 0,12%, 0,5% e 1%,
contra algumas amostras bacterianas, com ou sem adi¢cdo de material organico. Segundo
0s pesquisadores, o digluconato de clorexidina € um agente antimicrobiano de amplo
espectro e que apresenta relativamente baixos niveis de toxicidade. No teste de difusdo
em agar, que € um dos testes mais utilizados para se testar atividade antimicrobiana,
discos de papel previamente saturados com solucdo desinfetante foram colocados em
placas de Petri contendo 4gar e um determinado microrganismo. Apés certo periodo de
tempo, se a solucdo apresentar atividade antimicrobiana, havera halos de inibicdo de
tamanhos variaveis ao redor dos discos de papel. Neste estudo, em cada placa, também

foi colocado um disco de papel embebido em solucédo salina estéril, como controle
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negativo. O digluconato de clorexidina 0,5% e 1% apresentaram atividade antibacteriana
contra todas as amostras testadas.

Slot et al.*° (2011) fizeram uma reviséo literaria sobre o efeito da utilizacdo do verniz
de digluconato de clorexidina em carie radicular. Nesse estudo, afirmaram que o
digluconato de clorexidina tem sido estudada por mais de 30 anos como um agente
antimicrobiano. Quando administrada em baixas concentracdes, o digluconato de
clorexidina age bacteriostaticamente; em concentragbes mais elevadas, funciona como

bactericida, abrangendo bactérias gram-positivas, gram-negativas, fungos e leveduras.

Raad et al.*®* (2011), constataram que cateteres com adicdo de digluconato de
clorexidina, foram efetivos contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina,
Enterococcus faecium resistente a vancomicina, P. aeruginosa, C. albicans e C. glabrata.
Além de inibir completamente a colonizacdo dos microrganismos s testados, seu efeito foi

mais prolongado comparado aos outros tipos de cateteres utilizados no estudo.

2.4 Agentes antimicrobianos naturais: Propolis

Buscando novos métodos de desinfeccdo, os desinfetantes naturais vém sendo
bastante aceitos na comunidade cientifica, pois séo de facil acesso pela populagdo, tem
baixo custo e tem sido utilizado na medicina ha muito tempo. A propolis € um material
resinoso complexo produzido por abelhas de exsudatos vegetais, cera de abelha, e
secreclbes de abelhas e é responsavel pela seguranca de favos de mel, especialmente
contra microrganismos (Castaldo, Capasso ° em 2002).

Castaldo, Capasso® (2002) afirmaram que a propolis € um dos poucos produtos
naturais que tem mantido a sua popularidade durante um longo periodo de tempo. As
moléculas farmacologicamente ativas desta substancia sdo os flavonoides e &cidos
fendlicos e seus ésteres. Esses componentes tém multiplos efeitos sobre bactérias,
fungos e virus. Também afirmaram que preparacbes de prépolis possuem atividade
antimicrobiana in vitro principalmente contra bactérias gram-positivas (Estafilococos e
Strepthococci spp.) e gram-negativas (E. coli, K. Pneumoniae, P. vulgaris e P.
aeruginosa), Helicobacter pylori, protozoarios (T. cruzi), fungos (C. albicans) e virus (HIV,

herpes virus ou virus da gripe).
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Azevedo et al.® (1999), avaliaram 50 individuos com o objetivo de isolar e identificar
leveduras na cavidade bucal, e determinar a capacidade antimicrobiana de alguns
produtos encontrados no comércio como a propolis (Apis-Flora) e Periogard (Colgate),
frente as cepas isoladas. A maioria das cepas testes (95,7%) foi sensivel aos
antissépticos, sendo que a prépolis apresentou uma atividade antimicrobiana igual a 1:20
para (77,1%) e, o Periogard (60%) cepas de nichos sadios; semelhante ao obtido com
cepas de lesBes bucais. Resultados diferentes ocorreram, principalmente, entre espécies
diferentes. Os resultados indicam a possibilidade de se empregar os antissépticos com

propolis e Periogard (clorexidina), na prevencao e na terapéutica da candidose bucal.

Ota et al.**(2000) avaliaram a atividade antifingica da prépolis em ensaios de
sensibilidade em 80 estirpes de leveduras do género Candida. No estudo in vitro,
comprovou-se uma clara atividade antifUngica na seguinte ordem de sensibilidade: C.
albicans > C. tropicalis > C. krusei > C. guilliermondii. No estudo in vivo com pacientes
gue faziam uso de préteses totais e apresentavam sintomas de estomatite, o grupo
experimental mostrou reducéo significativa no niumero de leveduras de Candida na saliva.
Estes pacientes utilizaram uma solucdo hidroalcodlica de propolis (6%) para bochecho
duas vezes ao dia, por duas semanas. Os pacientes do grupo controle, que fizeram uso
de uma solucdo hidroalcodlica sem propolis, ndo mostraram reducdo no numero de

leveduras durante o experimento.

Koo et al.?®

(2000) analisaram, in vitro, a atividade antimicrobiana, a inibicdo da
aderéncia de estreptococcos do grupo mutans e inibicdo da formacdo de glucano
insolivel em agua por extratos de arnica (10%, w/v) e de prépolis (10%, w/v) de Minas
Gerais. Estes foram comparados com os grupos controle. Os seguintes microrganismos
foram testados: S. Mutans (de duas linhagens diferentes), C. Albicans, S. Aureus, E.
Faecalis, S. Sobrinus, S. Sanguis, S. Cricetus, A. Naeslundii, A. Viscosus, P. Gingivalis, P.
Endodontalis e P. Denticola. A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo teste de difuséo
em Agar e o halo de inibicdo do crescimento foi mensurado. O extrato de propolis inibiu
significativamente todos os microrganismos testados (p<0,05), mostrando maior zona de
inibicdo para Actinomyces ssp. Aderéncia celular e formacgdo de glicano insoluvel em
agua foram quase completamente inibidas pelo extrato de propolis. O extrato de arnica foi

apenas ligeiramente ativo nestas trés condigdes.
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O ensaio de Sforcin et al.*®

(2000) foi realizado com o objetivo de observar in vitro a
atividade antimicrobiana da propolis, coletada durante as quatro estacdes, em cepas
bacterianas isoladas de infecgdes humanas. O método utilizado foi difusdo do extrato
etandlico de propolis em Agar, com concentracfes variando de 0,4 a 14% (% v: V).
Verificou-se que o crescimento de bactérias gram-positivas é inibido em baixas
concentracdes de propolis (0,4%), enquanto que bactérias gram-negativas sdo sensiveis
a altas concentracdes de propolis (de 4,5 a 8%). Concluiu-se que, apos incubacdo com
prépolis, houve uma acédo antimicrobiana eficiente, principalmente para bactérias gram-

positivas.

Fernandes Janior et al.'®

(2006), relataram que as propriedades antimicrobianas da
prépolis sdo amplamente divulgadas em muitos estudos, sendo destacada sua acao
sobre Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Candida sp e sobre inUmeros
outros microrganismos. A acdo antimicrobiana de propolis obtidas em trés regides do
Brasil foi investigada sobre linhagens isoladas de infeccBes clinicas humanas
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus sp, Pseudomonas aeruginosa e
Candida albicans). Foram preparados extratos alcodlicos de propolis (EAP) e determinada
a Concentracao Inibitéria Minima (CIM). Os resultados mostram maior sensibilidade das
bactérias Gram positivas e levedura em relacdo as Gram negativas, de acordo com a
regido. Os autores concluiram que, para 0s microrganismos testados e amostras de
propolis testadas, h& diferencas na atividade antimicrobiana em funcdo do local de

producéo e foi explicado pela diferenca de composicao quimica da propolis.

Speranca et al.*

(2007), analisaram a acdo antimicrobiana do extrato alcodlico de
prépolis, em diferentes concentracdes, contra bactérias periodonto patogénicas através
de testes in vitro. Com os resultados encontrados foi possivel observar que o extrato, em
todas as concentracdes testadas, apresentou inibicdo bacteriana. As solugdes utilizadas
foram de 30%, 20%, 10% e 5%, que na condicdo de anaerobiose facultativa
apresentaram, respectivamente, valores médios de halo de inibicdo de 16,20 mm, 15,41
mm, 15,11 mm e 13,07 mm Na condicdo de microaerofilia os valores médios foram de
16,12mm, 15,03mm, 14,10mm e 13,20mm, respectivamente. Este estudo ressalva a
importancia de dar continuidade aos estudos com propolis, pois foi observada acao

antimicrobiana até mesmo em baixas concentracdes, com base nas condi¢cdes
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experimentais da pesquisa. Como nao houve diferenga no potencial de inibigdo entre as
concentragbes é satisfatorio utilizar concentracbes menores a fim de evitarmos a

resisténcia bacteriana.

Umthong et al.>® (2009), utilizando extrato etanoico de prépolis e extrato de agua de
prépolis, analisaram a acédo antimicrobiana desses dois produtos em 4 tipos de bactérias,
onde concluiu que o extrato de agua tem maior eficicia, no entanto as duas solugdes
tiveram a mesma ordem de sensibilidade entre as bactérias, que foi S. aureus>E. coli >C.
albicans>A. niger, a ordem esta da bactéria mais sensivel para a menos sensivel ao

extrato.

Popova et al. ** (2009), isolaram varios compostos do prépolis cretense, dentre
esses varios compostos, sete foram isolados pela primeira vez como componentes do
propolis. A atividade antimicrobiana dos compostos foi testada contra bactérias Gram-
positivas, bactérias Gram-negativas e contra alguns fungos patogénicos, onde foram

obtidos como resultados que 0s compostos contém uma ampla acdo antimicrobiana.

Madhubala et al.*>, em 2011, tiveram como objetivo comparar a atividade
antimicrobiana de um extrato etanoico de prépolis, hidréxido de calcio e da mistura
triantibiotica (TAM), contra a bactéria E. Faecalis em canais radiculares infectados. Tais
amostras foram divididas em cinco. Cada grupo foi entdo dedicado a um tipo de
medicamento intracanal, que foram o hidroxido de calcio (grupo 1), TAM (grupo 2),
prépolis etandlico (grupo 3), etanol (grupo 4), e solucdo salina como sendo o0 grupo
controle (grupo V). No 2° dia de analise a prépolis teve 100% de reducédo das colonias
seguido do TAM, que nos 1° 2° e 3° dia teve 82,5%, 92,2%, e 98,4% de reducédo
respectivamente, ja o hidroxido de calcio mostrou um aumento gradual de redugédo onde
ao 7° dia alcancou o valor de 59,4%. Pode-se concluir com que a propolis foi mais eficaz
do que o TAM contra E. Faecalis nos primeiros dias, no entanto o estudo também mostra

que ambos no 7° dia de analise obtiveram o mesmo valor de reducéo de microrganismos.

Dodwad, Kukreja'? (2011), utilizando 30 individuos, divididos em trés grupos de dez,
promoveram bochechos com trés substancias diferentes, o digluconato de clorexidina
0,2%, uma solucéo salina e uma solugéo de propolis. Os indices de placa bacteriana dos

individuos foram avaliados no inicio da pesquisa e apés cinco dias. Os resultados
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mostraram diminui¢cdo da placa nos trés grupos, mostrando que a prépolis pode ser uma

alternativa para solug¢des quimicas de bochecho, como o digluconato de clorexidina.

2.5 Agentes antimicrobianos naturais: Oleo de Melaleuca

O dleo da arvore do chéa (tea tree oil ou TTO), também é outro produto natural de
origem australiano, muito usado pelos aborigenes, com ac¢des, segundo estudos recentes,

antimicrobianas.

1.1%11 "em 2000 e 2001, o 6leo essencial de Melaleuca alternifélia

Segundo Cox et a
(tea tree oil — TTO) apresenta amplo espectro de atividade antimicrobiana. Seu modo de
acao contra a bactéria gram negativa Escherichia coli, contra a bactéria gram positiva
Staphylococcus aureus e contra a levedura Candida albicans foi investigada por varios
meétodos diferentes. Em seu estudo foi comprovado que a atividade antimicrobiana do
TTO € devido a sua capacidade de perturbar a barreira de permeabilidade da membrana
de estruturas microbianas. Este modo de acdo é o mesmo para E. Coli, S. Aureus e C.

Albicans, e € semelhante a outros desinfetantes, como o digluconato de clorexidina.

Messagera et al.**(2005) testaram a atividade antimicrobiana de diferentes
concentracbes de tea tree oil (TTO). Estas formulacbes foram testadas contra
Staphylococcus aureus, Actinetobacter baumannii, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa. A eficacia de TTO pareceu ser dependente da formulacdo e da concentracao
testadas, da concentracdo das substancias que foram incorporadas e, por ultimo, do
microrganismo testado. Neste estudo, os autores concluiram que as formulacées
testadas, de uma forma geral, alcancaram elevada reducdo no numero de células

bacterianas.

Segundo Park et al. *°

(2007), uma concentracdo de 50% de 6leo de melaleuca, a
MRSA se torna susceptivel a esse 6leo numa proporcao similar ao da vancomicina. A
concentracdo de 100% de 6leo de Melaleuca foi a que apresentou resultados mais
satisfatorios sobre as colonias de MRSA, demonstrando que a acdo € dependente da

concentracao.
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Edris™ (2007) avaliou a atividade antibacteriana de TTO puro e de alguns produtos
para lavar a pele contendo TTO, contra S. aureus, A.baumannii, E.coli e P. aeruginosa.
Todas as formulacdes mostraram atividade antibacteriana, mas a eficacia do TTO puro
pareceu ser dependente da formulacdo e concentracdo testadas. As formulacdes foram
encontradas para serem seguras, eficazes, e bem toleradas. O TTO demonstrou um
tempo de matanga relativamente curto (menos de 60 minutos) para 0S organismos
multirresistentes, incluindo Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA).

Segundo Kwiecinski et al.?’ (2009), TTO é um 6leo essencial obtido a partir da
Melaleuca alternifélia, e ganhou a atencdo de cientistas, médicos e consumidores por
causa da sua ampla atividade antimicrobiana e antiinflamatéria. Neste estudo, verificaram
se 0 TTO é eficaz contra Staphylococcus aureus em biofilmes e como a atividade do TTO
€ afetada pela fase de crescimento do S. aureus. Foi mostrado que um tratamento de 1
hora com TTO 5% erradica biofilmes. Estes dados mostram que o TTO eficientemente

mata S. aureus, tanto em suspensao e em biofilmes.

No estudo de Sanchez-Gonzales et al.** (2011), antimicrobianos foram preparados
atraves da incorporagédo de diferentes concentragfes de bergamota (BO), lim&o (LO), 6leo
da arvore de cha (TTO) e Oleos essenciais (OE) em quitosana (CH) e
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC). Sua eficacia antibacteriana foi testada contra L.
monocytogenes, E. Coli e S. aureus, na temperatura de 10° C durante um periodo de
armazenamento de 12 dias. Em todas as matrizes de filmes, o TTO exibiu a maior
atividade antimicrobiana. Uma inibicdo completa do crescimento microbiano foi observada
para CH ou TTO para E. Coli, TTO para L. Monocytogenes e -BO para S. aureus.

1.3° (2011), TTO e ions prata (Ag") foram adicionados,

No estudo de Low et a
isoladamente e em combinacdo, para culturas em suspensdo de Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Candida albicans. O tratamento destas culturas
com combinacdo de TTO e Ag® em concentracbes sub-letais minimas resultou em uma
perda de viabilidade em comparacdo com o tratamento individual desses agentes. A
ordem de sensibilidade foi: P. Aeruginosa > S. Aureus > C. Albicans. Estes resultados
indicam que a combinagdo desses agentes antimicrobianos pode ser Gtil na diminui¢cdo da
concentragcdo de agentes antimicrobianos necessarios para atingir uma reducao efetiva de
microrganismos  patogénicos  oportunistas, minimizando também o rapido

desenvolvimento de resisténcia aos agentes antimicrobianos na forma individual.
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Edmondson et al.** (2011), sabendo das propriedades do 6leo da &rvore do cha, foi
proposto avaliar neste estudo sua agédo antimicrobiana e cicatrizante durante um
procedimento de limpeza de feridas, agudas e cronicas de etiologias mistas, contendo
MRSA. Dezenove participantes com suspeitas de ferida contendo MRSA participaram da
pesquisa. Os restantes foram tratados com o 6leo de Melaleuca, miscivel em agua, numa
solucdo de 3,3%. O produto foi aplicado durante a limpeza fas feridas nas trocas de
curativo. Apos o tratamento, 8 das 11 feridas comecaram a se curar e diminuir de

tamanho, no entanto nenhum voluntario era MRSA negativo no final do tratamento.
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3 Proposicao

No presente estudo foi proposto avaliar o efeito de substancias antimicrobianas e
determinadas propriedades mecénicas, fisicas e morfoldégicas de um gesso odontolégico

tipo IV apods a incorporacao de diferentes agentes desinfetantes.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Analise antimicrobiana
4.1.1 GRUPOS DE AMOSTRAS

Para o gesso, as amostras foram separadas em cinco grupos de acordo com o
agente desinfetante utilizado para substituir a &gua destilada e agrupadas igualmente para
0 microrganismo estudado, da seguinte forma:

Grupo 1: gesso manipulado com agua destilada esterilizada,

Grupo 2: gesso manipulado com digluconato de clorexidina 2% (CHX);

Grupo 3: gesso manipulado com 6leo de Melaleuca alternifélia & 20% (Arista Indus, USA),
e acréscimo de emulsificador DMSO 0.4% (dimetil sulféxido, SIGMA, USA); (TTO)

Grupo 4: gesso com incorporacdo de extrato seco de propolis 4,4% (Farmacia Reativa,
Araraquara, SP, Brasil).

Grupo 5: gesso manipulado com extrato hidroalcodlico de prépolis & 14% (Apis Flora,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil).

O grupo 1 foi considerado como controle negativo, tendo o objetivo de medir o
méximo de contaminacdo possivel para cada microrganismo. O DMSO € comumente
usado nas pesquisas para facilitar a dispersdo dos 6leos essenciais através do meio de
cultura.

Para os discos de papel (controle negativo das substancias) as amostras tambéem
foram divididas em grupos de acordo com o agente desinfetante sozinho e agrupadas
igualmente para o microrganismo estudado da seguinte forma:

Grupo 1: discos de papel embebidos em agua destilada( controle)

Grupo 2: discos de papel embebidos em digluconato de clorexidina a 2%(CHX);

Grupo 3: discos de papel embebidos em 6leo de Melaleuca alternifolia 20% (Arista Indus,
USA), e acréscimo de emulsificador DMSO 0.4% (SIGMA USA); (TTO)

Grupo 4: discos de papel embebidos em extrato seco de propolis & 4,4% (Farmécia
Reativa, Araraquara, SP, Brasil);

Grupo 5: discos de papel embebidos em extrato hidroalcoolico de prépolis & 14% (Apis
Flora, Ribeirdo Preto, SP, Brasil).

Para cada grupo foram confeccionadas 24 amostras, sendo 8 amostras para cada periodo

de analise (1 hora, 24 horas e 7 dias).
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4.1.2 CONFECCAO DOS MOLDES

Para a confeccao dos moldes, matrizes metalicas foram moldadas com silicone por
adicdo em mufla (Classico Artigos Odontolégicos Ltda.), permitindo a obtencdo de moldes
padronizados, de acordo com (Figura 1).

Figura 1- Confeccdo moldes padronizados, Araraquara, 2012.

Para evitar a expansao do gesso, a contra-mufla, foi preenchida com gesso pedra
especial tipo IV (FujiRock EP, GC Europe, Leuven, Belgium.), manipulado de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Uma placa de vidro (60 mm x 40 mm x 3
mm de espessura) foi acomodada antes de sua total cristalizacdo. Sobre essa placa,
matrizes metalicas de aco inox nas dimensdes de 6 mm de diametro e 3 mm de
espessura foram fixadas. A mufla foi entdo preenchida até sua borda por silicona por
adicdo (Flexitime® — Heraeus-Kulzer GmbH&Co. KG — Alemanha) manipulada segundo
as instrucbes do fabricante, sendo logo em seguida fechada. Apos a completa reacéo de
polimerizacao da silicona, a mufla foi aberta e as matrizes metalicas foram removidas.

Cada molde de silicona foi utilizado apenas uma vez, sendo que, apds sua
utilizacdo, novos moldes foram feitos, com o objetivo de evitar possiveis distorcbes e

contaminacao dos corpos-de-prova.

4.1.3 CONFECCAO DOS CORPOS-DE-PROVA
O gesso pedra tipo IV (Fuji Rock EP) foi pesado em uma balanca de precisao
digital modelo BL 210 -S (Sartorius AG, Goettingen, Germany), em por¢cdes de 30g.

Foram dispensados 6 ml de solucdo desinfetante ou de agua destilada estéril no
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interior da cuba metalica de espatulacdo e posteriormente 30 g de gesso foram
adicionadas, o gesso entdo foi espatulado em um espatulador a vacuo Turbomix/EDG
(EDG Equipamentos e Controles, Sdo Carlos, Brasil) durante 60 segundos a uma rotacéo
de 450 r.p.m., conforme recomendacdes do fabricante.

Em seguida, a mufla foi posicionada sobre um vibrador para gesso(EDG
Equipamentos e Controles, Sdo Carlos, Brasil) e pequenas proporcdes de gesso foram
introduzidas nos moldes, evitando-se a inclusdo de bolhas de ar, sendo posteriormente
fechada e os parafusos metalicos apertados para limitar a expansdo de presa e para
também garantir uma superficie lisa e uniforme dos corpos-de-prova.

Apos 1 hora, os corpos-de-prova foram removidos dos moldes de silicona e, como
o teste microbioldgico foi realizado em triplicata, os corpos-de-prova foram divididas em
trés grupos: um terco foi utilizado imediatamente no teste de difusdo em agar e os outros
dois tercos foram armazenados a temperatura ambiente, em recipientes autoclavados,
para serem utilizados posteriormente apos 24 horas e 7 dias.

Como controle das substancias foram confeccionados corpos-de-prova de discos
de papel filtro com 5 mm de didmetro embebidos com 20ul,e armazenados em
embalagens proprias e esterilizados a 121°C por 20 minutos em autoclave antes da
incorporagao das substancias.

4.1.4 PREPARO DAS SUSPENSOES MICROBIANAS

Primeiramente foi preparado o meio de cultura Tryptic Soy Broth (TSB) (Acumedia-
Baltimore, MA, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante, sendo 5mL adicionados
a tubos de ensaio. Cepas dos microrganismos Escherichia coli (ATCC 11229),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus subtilis (ATCC 6633) e Candida albicans
(ATCC 10231) foram inoculadas, separadamente, nos tubos contendo meio de cultura
TSB e incubadas a 37°C em estufa (Marconi Eq. Lab. Ltda.,Piracicaba, SP, Brasil) por 24
horas.

Apds o periodo de incubacédo, os tubos de ensaio foram centrifugados e o
sobrenadante eliminado. Posteriormente, 5 ml de solugdo salina (0,0085 g/L) foram
adicionados aos tubos e novamente centrifugados. O sobrenadante dessa ultima
centrifugacgéo foi eliminado e mais 5 ml da mesma solugéo salina foram adicionados. Os

tubos de ensaio foram agitados em agitador de tubos (modelo MA 162 — Marconi, Eq. Lab.
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Ltda.Piracicaba,SP,Brasil), e o grau de turvacéo foi comparado com padrbes da escala de
McFarland, a fim de se obter aliquotas das suspensdes padronizadas com concentracdes

de aproximadamente 15 x 10° ufc/mL de cada microrganismo, correspondente ao tubo n°.
5.

4.1.5 PREPARO DAS PLACAS DE PETRI

Para cada microrganismo, foi utilizado um meio de cultura especifico: Agar
Saboraud Dextrose (Acumedia-Baltimore, MA, EUA) para C. albicans, Agar Mannitol Salt
(Acumedia-Baltimore, MA, EUA) para S. aureus, Agar Mueller Hinton (Acumedia-
Baltimore, MA, EUA) para E. Coli e Tryptic Soy Agar (Acumedia-Baltimore, MA, EUA) para
B. subtilis.

Os meios de cultura foram preparados de acordo com as recomendacdes dos
fabricantes e esterilizados em autoclave a 121°C por 20 minutos. Logo em seguida, 60 ml
de cada meio de cultura foram dispersos, homogeneamente, em placas de Petri
esterilizadas com 15 mm de didmetro, mantendo uma espessura de 4 mm.

Apés o esfriamento e a solidificagdo dos meios de cultura, as placas de Petri foram
embrulhadas em papel e armazenadas em geladeira para posterior utilizagéo.

4.1.6 INOCULACAO DO MEIO DE CULTURA, INSERCAO DOS CORPOS-DE-PROVA E
INCUBACAO.

Uma aliquota de 50 pL da suspensado microbiana foi transferida para a placa de
Petri e espalhada, com auxilio de uma alca de Drigalsky estéril, igualmente por toda a
superficie do meio de cultura, para que haja crescimento uniforme do microrganismo.

Em seguida, os corpos-de-prova, um de cada grupo de amostras, foram inseridos
com auxilio de uma pinca estéril em regides equidistantes e previamente identificadas
através de um gabarito escrito sob a placa. Antes de serem inseridos na placa de Petri,
todos os discos de papel foram embebidos com 20uL das solucdes desinfetantes, e
armazenados. De forma que em cada momento do teste as substancias haviam sido
manipuladas e armazenadas a 1 h, 24h e 7dias( momento 1, 2 e 3)

Em seguida, a placa de Petri foi fechada e incubada em uma estufa bacteriologica
(Marconi) a temperatura de 37°C durante 24 horas.

Todos esses procedimentos para o teste de difusdo em agar foram igualmente
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realizados para cada microrganismo.
4.1.7 TESTE DE DIFUSAO EM AGAR

O teste de difusdo em Agar constitui um método realizado em placa de Petri
contendo meio de cultura solido, sobre o qual se inocula (semeia-se) uniformemente, em
toda a superficie, uma quantidade conhecida do microrganismo indicador (Estrela et al.*®,
2003).

Os microrganismos utilizados foram duas bactérias gram positivas (Bacillus subtilis
e Staphylococcus aureus), uma bactéria gram negativa (Escherichia coli) e um fungo
(Candida albicans). Esses microrganismos foram selecionados por terem sido utilizados
em estudos prévios que avaliaram a efetividade de procedimentos de desinfeccdo na

Odontologia 22, 25, 34, 48,54.

4.1.8 INTERPRETAQAO DOS RESULTADOS

Apés o periodo de incubacao, foi observado se o crescimento dos microrganismos
sobre os meios de cultura foi uniforme, pois caso houvesse o crescimento de colbnias
isoladas, a placa foi desprezada e o teste repetido.

Posteriormente, com um paquimetro digital (Electronic Digital Calipers — Starret,
USA — graduacéo de 0,01 mm) e uma fonte de luz refletida, a mensuragéo dos diametros
dos halos de inibigdo do crescimento microbiano ao redor dos corpos-de-prova foi
realizada, utilizando como valor para andlise a média de duas medidas perpendiculares
entre si, como se pode visualizar na Figura 2.

Figura 2- Diametros dos halos de inibicdo do crescimento microbiano ao redor dos
corpos-de-prova, Araraquara, 2012.

O teste de difusdo em Agar foi realizado em triplicata (tempo de andlise de 1 hora,
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24 horas e sete dias), sendo adotado o valor médio do halo de inibicdo, com o objetivo de
obter valores mais precisos e confiaveis.

4.2 Analise mecanica, fisica e morfoldgica

4.2.1 GRUPOS DE AMOSTRAS:

As amostras foram separadas em cinco grupos de acordo com o agente
desinfetante utilizado para substituir a &gua destilada, da seguinte forma:
Grupo 1: gesso manipulado com agua destilada esterilizada;
Grupo 2: gesso manipulado com digluconato de clorexidina 2%;
Grupo 3: gesso manipulado com 6leo de Melaleuca alternifélia 20% (Arista Indus, USA), e
acréscimo de emulsificador DMSO 0.4% (SIGMA USA);
Grupo 4: gesso com incorporacao de extrato seco de propolis 4,4% ( Farmacia Reativa,
Araraquara, SP, Brasil).
Grupo 5: gesso manipulado com extrato hidroalcodlico de prépolis 14% (Apis Flora,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil).

O DMSO é comumente usado nas pesquisas para facilitar a manipulagdo com agua
dos 6leos essenciais.

4.2.2. ANALISE DO TEMPO DE PRESA:

O tempo de presa foi determinado através da metodologia estabelecida pela
especificacdo n° 25 da A.D. A*. No seu requisito 4.3.5.2, onde se recomenda a utilizacdo
de um aparelho de Vicat. A analise do tempo de presa foi efetuada através da penetracéo
de uma agulha metalica de 1mm de diametro e 50mm de comprimento, acoplada a uma
vareta de aluminio verticalmente movel.

Com uma balanga modelo BL 210-S (Sartorius AG, Goettingen, Germany), com
precisdo de 0,001 grama, foram pesados 35 g de gesso (Fuji Rock EP, GC Europe,
Leuven, Belgium), para cada teste. De acordo com a proporcdo recomendada pelo
fabricante (100 ml de liquido/ 20g de gesso), para cada amostra foram medidas com uma
pipeta 6 ml de liquido (solucdo desinfetante ou agua). O gesso entdo foi espatulado em
um espatulador a vacuo Turbomix/ EDG (EDG Equipamentos e Controles, Sdo Carlos,
Brasil) durante 60 segundos a uma rotagao de 450 r.p.m.

Um anel de P.V. C com diametro interno e altura de 25 mm foi fixado com cera
utilidade em uma placa de vidro circular e posicionado na base do aparelho Vicat. A
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massa do gesso foi entdo vertida no anel com a agulha do aparelho travada a 0,5 mm de
distancia da superficie do gesso, sendo posteriormente liberada, permitindo assim a
completa penetracdo da mesma. Apos isso, foram realizadas penetracfes sequenciais até
gue a agulha deixou de penetrar na massa( Figura 3)

O tempo depreendido entre o inicio da mistura até o ponto em que a agulha deixa
de penetrar foi medido com um crondmetro, para que obtenha o tempo de presa Vicat, de
acordo com as normas da A.D.A.*.

Figura 3 - a) Aparelho Vicat. b) Base do aparelho Vicat com anel de PVC.
Araraquara, 2012,

4.2.3. ANALISE DA REPRODUCAO DE DETALHES:

Para a analise da reproducao de detalhes foi utilizada uma placa de aco inoxidavel,
com entalhes de diferentes profundidades que variam de 0,025 a 0,300 mm, respeitando
as normas estabelecidas pela especificacdo n° 25 da A.D.A.* Sobre a placa metélica, foi
fixado um anel metalico com 30 mm de diametro e 15 mm de altura, de maneira que a
linha de 0,050 mm de profundidade permaneca centralizada no interior do anel( Figura
3a).

Apds 0 gesso ser espatulado a vacuo com a solucdo de cada amostra, foi vertido
sobre vibracdo no interior do anel cilindrico previamente vaselinado. Apds 2 horas, as
amostras foram removidas do anel metalico e a superficie analisada em Ilupa
estereoscopica sob aumento de 10X( Figura 3 b).

De acordo com a normatizacédo da A.D.A.% na anélise da superficie da amostra,

uma reproducédo de detalhes pode ser considerada satisfatéria quando houver a copia da
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linha de 0,050 mm de forma continua em todo o didmetro interno do anel. Tal linha
corresponde a linha 4 no presente estudo (Figura 4). Para a analise de cada linha foi
utilizado escalas (1-copiou toda extensao; 2-copiou com pequena falha; 3-copiou com
grandes falhas).

Figura 4 - a) placa de aco inoxidavel, com entalhes de diferentes profundidades. b)
Amostra com copia dos entalhes, Araraquara, 2012.

4.2.4. MENSURAQAO DA ALTERAC}AO DIMENSIONAL LINEAR:

Na investigacdo da alteracdo dimensional do gesso foi utilizado um dispositivo
descrito por Ferreira®®, que consiste em um relégio comparador digital Mitutoyo Absolute
‘“ABSOLUTE” ID-C (Mitutoyo Suzano SP, Brasil) com precisdo centesimal fixado a uma
base. Entdo, um anel de borracha foi fixado com cola a base de P.V.A. sobre uma placa
de vidro utilizado para nao restringir a expansao do gesso (Figura 5). Foram
proporcionados 110 gramas de gesso com 22 ml de liquido e espatulado a vécuo,
respeitando as recomendacdes do fabricante( 100 ml/ 20g de gesso). Apds a espatulacao
a massa foi vertida no anel de borracha e o tempo de 10 minutos foi aguardado para a
colocacdo de uma laminula de vidro sobre o gesso e em seguida a amostra foi
posicionada para a medicao do relégio comparador. O conjunto pode ser visualizado pela
Figura5aeb.
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Figura 5 - a) Relégio comparador digital. b) Mensuracdo do corpo-de-prova com

paquimetro digital. Araraquara, 2012.

Apéds duas horas, o corpo-de-prova foi removido do interior de anel de borracha e
medido com um paquimetro digital (Starret — graduacéo de 0,01 mm), obtendo-se assim o
seu comprimento final. O valor do comprimento fina (Lf) do corpo-de-prova, juntamente
com a alteragéo ocorrida (AL) apds duas horas em mm, permite calcular o comprimento
inicial (LO) e com isso, a alteracdo dimensional linear em porcentagem (%ADL), através

das seguintes formulas:

LO=Lf-AL % ADL = AL /LO x 100

4.2.5. RESISTENCIA A COMPRESSAO:
Para a obtencdo dos corpos-de-prova do ensaio de resisténcia a compressao

foram confeccionadas matrizes cilindricas metalicas em latdo, bipartidas, com um
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didmetro interno de 20 mm e comprimento de 40 mm, conforme especificado na
normatizacgéo n° 25 da A.D.A.%.

As matrizes foram posicionadas sobre uma placa de vidro e fixadas com cera
utilidade para evitar o extravasamento. O gesso manipulado na proporcdo agua/po
recomendada pelo fabricante foi vertido no interior das matrizes (Figura 6).

Decorrido o tempo de presa do gesso, 0s corpos-de-prova foram removidos das
matrizes e para determinacdo da resisténcia a compressdo, foram comprimidos em uma
maguina de ensaios mecanicos computadorizada MTS-810 (MTS System Corporation,
Minneapolis, USA), com célula de carga de 100 KN, e velocidade constante de 0,5
mm/min( Figura 6). A forca foi aplica da até a ruptura dos corpos-de-prova e a resisténcia
a compressao foi determinada pela divisdo da carga de ruptura (KN) pela area do

espécime (mm?) e expressa em MPa.

Figura 6- a) Matrizes cilindricas metélicas em latdo. b) Corpo-de-prova.

4.2.6. ANALISE MORFOLOGICA:

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizada na Fundacédo de Apoio

Araraquara, 2012.

2

Institucional ao Desenvolvimento Cientifico (FAI - UFSCar) e a analise foi efetuada a partir
de pequenas amostras de 10 gramas de gesso, revestidas em ouro para a realizacao da
MEV. Foram realizadas fotomicrograficas sob os aumentos de 300, 500 e 1000 kx a uma
distancia média de 15 mm. As imagens foram comparadas visualmente no mesmo
aumento em cada grupo e as caracteristicas na microestrutura do hemihidrato de célcio

analisadas conforme o tamanho, localizagéo e formato.
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4.3 METODOLOGIA ESTATISTICA:

Todos os dados foram analisados em relacdo a presenca de outliers e quanto aos
pressupostos de normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e homogeneidade das variaveis
(teste de Levene).

Para as varidveis dependentes do tempo de presa, alteracdo dimensional e
resisténcia a compressdo do material foram utilizadas o teste Anova a um critério
(a=0,05), seqguido pelo teste de Tukey para identificar a existéncia de diferencas
significantes entre 0s cinco grupos de gesso.

Para a variavel reproducdo de detalhes foi executado o teste de Kruskal-Wallis,
seguido de comparacgéo aos pares (teste de Dunn) para identificar diferencas significantes
entre 0s cinco tipos de gesso (p<0,05).

4.4 ANALISE MORFOLOGICA

As fotomicrograficas de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram obtidas
na Central de Analises Quimicas Instrumentais do Instituto de Quimica de S&o Carlos
(CAQI/IQSC/USP) em um equipamento ZEISS LEO 440 (Cambridge, England) com
detector OXFORD (model 7060), operando com feixe de elétrons de 15kV. As amostras
foram recobertas com 10nm de ouro em um metalizador Coating System BAL-TEC MED
020 ( BAL-TEC, Liechtenstein) e mantidas em dessecador até o momento de analise.

Foram obtidas as foto micrografias através da microscopia eletrébnica de varredura
(MEV) nos aumentos de 300, 500, 1000 kx e as imagens foram comparadas visualmente

no mesmo aumento em cada grupo.
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RESULTADO
5.1 Efeitos antimicrobianos:

A andlise estatistica utilizada foi realizada separadamente para cada microrganismo

estudado, uma vez que apresentam caracteristicas celulares e comportamentos

diferentes (Tabela Al e Tabela A2, demonstradas pelos Gréaficos 1 a 24).

ANALISE COMPARATIVA DO GRUPO DE GESSO EM CADA MOMENTO-

Para todos os Graficos, letras minusculas diferentes indicam estatisticamente
significante entre os tratamentos e letras mailsculas diferentes indicam diferencas
estatisticas entre os momentos para cada tratamento. Seguem nos Anexos 0s resultados

das analises estatisticas para gesso e papel em contato com os microrganismos (Tabela

Al)

Gréfico 1- Andlise comparativa do grupo de gesso em cada momento para o

microrganismo S. Aureus.
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Os valores do Gréfico 1 demonstraram que o microrganismo S. Aureus foi mais sensivel a
adicdo de CHX ao gesso odontolégico, seguido pela adicdo de extrato de prépolis

hidroalcoolico para o momento 2 e 3. Os demais foram estatisticamente similares ao

grupo controle.
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Gréfico 2 - Analise comparativa do grupo de gesso em cada momento para o
microrganismo E. Coli.
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JA o microrganismo E.Coli demonstrou no grafico 2, pouca sensibilidade aos

desinfetantes testados, exceto para CHX, nos momentos 1 e 3.

Grafico 3 - Andlise comparativa do grupo de gesso em cada momento para o
microrganismo B. Subtilis.
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Analisando o Grafico 3 podemos observar que apenas a CHX mostrou atividade

antimicrobiana sobre o microrganismo, em todos 0s momentos.
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Grafico 4 - Andlise comparativa do grupo de gesso em cada momento para o
microrganismo Candida Albicans
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No Grafico 4, nenhuma das substancias demonstrou atividade antimicrobiana para

todos 0s momentos.

ANALISE COMPARATIVA ENTRE OS GRUPOS DE CONTROLE DA SUBSTANCIA EM
DISCO DE PAPEL

De acordo com a andlise estatistica ANOVA (p<0,05), foi observado que a
incorporacao de CHX ao gesso odontoldgico apresentou maior efeito antimicrobiano para
todos os microrganismos exceto para C. Albicans. O extrato de prépolis hidroalcodlico
apresentou efeito antimicrobiano para o periodo de 24 h e de 7 dias, porém inferior ao
efeito da CHX.

Para os grupos de papel filtro embebidos em substancias, a CHX apresentou efeito
antimicrobiano, sem perda de atividade em 7 dias. No grupo com o S.aureus a
incorporacdo de extrato hidroalcodlico de prépolis foi estatisticamente semelhante ao
efeito antimicrobiano da CHX. A incorporacdo das demais substancias foi estatisticamente

semelhante ao controle.

O resultado apresenta-se demonstrado nos Gréaficos de acordo com Tabela A2 ( Anexo).
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Grafico 5 - Andlise comparativa do grupo de papel em cada momento para o
microrganismo E. Coli.
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Analisando o Gréfico 5 podemos observar que o microrganismo E. Coli demonstrou

ter atividade antimicrobiana apenas ao digluconato de clorexidina, para todos o0s
momentos.

Grafico 6 - Andlise comparativa do grupo de papel em cada momento para o
microrganismo B. Subtilis.

Analise do B.Subtilis em contato com o papel
40

E — D
£ 30 = -~ Bb
o
'S Bab Ba =g Controle
2 20
-E == Clorexidina
-
210 O
L F— o i

Aa Aa Aa === Propolis em

0 T T 1 pé
1 2 3 —e= Propolis
Momentos alcool

Analisando o Gréafico 6 podemos observar que o microorganismo B. Subtilis
demonstrou ser estatisticamente sensivel apenas ao digluconato de clorexidina, para
todos os momentos.
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Gréfico 7- Analise comparativa do grupo de papel em cada momento para o
microrganismo Candida Albicans.
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Analisando o Grafico 7 podemos observar que a digluconato de clorexidina
apresentou atividade antimicrobiana contra a C.Albicans , para todos 0s momentos,

seguido pelo extrato de propolis hidroalcodlico somente no momento 3.

Gréafico 8 - Andlise comparativa do grupo de papel com digluconato de clorexidina em
cada momento para 0 microrganismo S.aureus
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Analisando o Grafico 8 podemos observar que o digluconato de clorexidina e ao
extrato de propolis hidroalcoolico demonstraram atividade antimicrobiana estatisticamente
semelhante entre si contra 0 S.Aureus, para todos 0s momentos, exceto para 0 momento
2.
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ANALISE COMPARATIVA ENTRE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA SUBSTANCIA
INCORPORADA EM GESSO E PAPEL

Gréfico 9 - Analise comparativa do grupo de gesso e papel em cada momento para o

microrganismo S.aureus
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Analisando o Gréafico 9, podemos observar que ndo houve diferenca
estatisticamente significante de acdo antimicrobiana entre a substancia incorporada ao

gesso e embebida no papel, para nenhum momento.

Grafico 10 - Anélise comparativa do grupo de gesso e papel com TTO em cada momento

para o0 microrganismo S.aureus.
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Analisando o Grafico 10, podemos observar que ndo houve diferenca
estatisticamente significante de acdo antimicrobiana entre a substancia incorporada ao

gesso e embebida no papel, para nenhum momento.
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Gréfico 11 - Andlise comparativa do grupo de gesso e papel com propolis p6 em cada
momento para 0 microrganismo S.aureus.
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Analisando o Grafico 11, podemos observar que ndo houve diferenca
estatisticamente significante de acdo antimicrobiana entre a substancia incorporada ao

gesso e embebida no papel, para nenhum momento.

Gréfico 12 - Analise comparativa do grupo de gesso e papel com propolis alcool em cada
momento para 0 microrganismo S.aureus
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Analisando o Grafico 12, podemos observar que houve diferenca estatisticamente
significante de acdo antimicrobiana entre a substancia incorporada ao gesso e embebida

no papel, para todos os momentos.
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Gréfico 13 - Andlise comparativa do grupo de gesso e papel com digluconato de

clorexidina em cada momento para o microrganismo B.Subtilis.
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Analisando o Grafico 13, podemos observar que houve diferenca estatisticamente

significante de ag&o antimicrobiana entre a substancia incorporada ao gesso e embebida

no papel, para todos os momentos.

Grafico 14 - Analise comparativa do grupo de gesso e papel com propolis em pé em cada

momento para o0 microrganismo B.Subtilis
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Analisando o Grafico 14, podemos observar

gue nao houve diferenca

estatisticamente significante de acdo antimicrobiana entre a substancia incorporada ao

gesso e embebida no papel, para nenhum momento.
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Gréfico 15 - Analise comparativa do grupo de gesso e papel com TTO em cada momento

para o microrganismo B.Subtilis.
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Analisando o Grafico 15, podemos observar que ndo houve diferenca
estatisticamente significante de acdo antimicrobiana entre a substancia incorporada ao

gesso e embebida no papel, para nenhum momento

Gréfico 16 - Analise comparativa do grupo de gesso e papel com propolis hidroalcoolico

em cada momento para o0 microrganismo B.Subtilis.
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Analisando o Grafico 16, podemos observar que ndo houve diferenca
estatisticamente significante de acdo antimicrobiana entre a substancia incorporada ao

gesso e embebida no papel, para nenhum momento.
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Gréfico 17 - Andlise comparativa do grupo de gesso e papel com digluconato de

clorexidina em cada momento para o0 microrganismo E.coli.
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Analisando o Grafico 17, podemos observar que houve diferenca estatisticamente

significante de ag&o antimicrobiana entre a substancia incorporada ao gesso e embebida

no papel, para todos os momentos.

Grafico 18 - Andlise comparativa do grupo de gesso e papel com TTO em cada momento

para o microrganismo E.coli.
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Analisando o Grafico 18 podemos observar

que né&o houve diferenca

estatisticamente significante de acdo antimicrobiana entre a substancia incorporada ao

gesso e embebida no papel, para nenhum momento, exceto no momento 1.
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Gréafico 19 - Analise comparativa do grupo de gesso e papel co

cada momento para o microrganismo E.coli.

m propolis com pé em

contato com E. Coli

Relagao entre papel/ gesso para Propolis P6 em

.-..6'5
- A Aiq
=]
g 55
= B j
£ 5 ﬁ 1 T
QU
- —f— (Gess0
o045
pu —f— Papel
‘q- T T 1
1 2 3
Momentos

Analisando o Grafico 19 podemos observar

estatisticamente significante de acdo antimicrobiana entre a sub

gque ndo houve diferenca

stancia incorporada ao

gesso e embebida no papel, para nenhum momento, exceto no momento 1.

Gréafico 20 - Analise comparativa do grupo de gesso e papel com prépolis em extrato

hidroalcoolico em cada momento para o microrganismo E.coli.
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Analisando o Gréafico 20, podemos observar que ndo houve diferenca

estatisticamente significante de acdo antimicrobiana entre a substancia incorporada ao

gesso e embebida no papel, para nenhum momento, exceto no momento 3.
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Gréfico 21 - Analise comparativa do grupo de gesso e papel com digluconato de

clorexidina em cada momento para o microrganismo C.Albicans.
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Analisando o Grafico 21, podemos observar que houve diferenca estatisticamente
significante de acdo antimicrobiana entre a substancia incorporada ao gesso e embebida

no papel, para todos os momentos.

Gréfico 22 - Andlise comparativa do grupo de gesso e papel com TTO em cada

momento para o microrganismo Candida Albicans.
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Analisando o Gréfico 22, podemos observar que ndo houve diferenca
estatisticamente significante de acdo antimicrobiana entre a substancia incorporada ao

gesso e embebida no papel, para nenhum momento.
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Gréfico 23 - Analise comparativa do grupo de gesso e papel com propolis em pé em cada

momento para o microrganismo C. Albicans
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Analisando o Gréfico 23, podemos observar que ndo houve diferenca
estatisticamente significante de acdo antimicrobiana entre a substancia incorporada ao

gesso e embebida no papel, para nenhum momento.

Grafico 24 - Analise comparativa do grupo de gesso e papel com prépolis em alcool em

cada momento para o microrganismo Candida Albicans.
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Analisando o Grafico 24, podemos observar que houve diferenca estatisticamente
significante de acdo antimicrobiana entre a substancia incorporada ao gesso e embebida

no papel, para todos os momentos.
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5.2 Alteragdes mecanicas, fisicas e morfoldgicas-

Todos os dados foram analisados em relacdo a presenca de outliers e quanto aos
pressupostos de normalidade (teste de Shapiro-Wilks) e homogeneidade das variaveis
(teste de Levene). Para as variaveis dependentes tempo de presa, alteracdo dimensional
e resisténcia a compressdao do material foram utilizado o teste Anova a um critério,
seguido pelo teste de Tukey para identificar a existéncia de diferencas significantes entre
0s cinco grupos de gesso. Para a variavel reproducdo de detalhes foi executado o teste
de kruskal-Wallis, seguido de comparacao aos pares ( teste de Dunn) para identificar

diferencas significantes entre os cinco tipos de gesso. Para todas os Graficos a Tabela
ANOVA esta nos anexos.

Grafico 25 - Alteracdo dimensional linear. Letras diferentes demonstram diferenca

estatisticamente significante entre os grupos (ANOVA e Tuckey pos hoc test, com
p=0,005.
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De acordo com o observado o Grafico 25,0 grupo com adicéo de proépolis alcool e
prépolis pé demonstraram maior alteracdo dimensional em relacdo ao grupo do TTO,

contudo sem diferenga estatisticamente significante do grupo controle e CHX.
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Gréfico 26 - Analise de reproducdo de detalhes. Letras diferentes demonstram diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (Kruskal-Wallis, seguido de comparacao aos
pares, p<0,0001).
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De acordo com o demonstrado no Grafico 26, até a linha 4, todos os grupos
analisados ndo diferem entre si, a partir da linha 5, o TTO apresenta diferenca estatistica
dos demais. Na linha 6 o digluconato de clorexidina é semelhante ao TTO, e ambos
diferem estatisticamente dos demais e na linha 7, onde o grupo com adicdo de
clorexidina obteve maior quantidade de falhas; seguido pelo grupo com adi¢do de extrato
de propolis hidroalcool, e por dltimo e com menor quantidade de falhas o grupo controle
e extrato de propolis seco. O valor de p € menor que 0,05, por isso tem significancia.

Gréfico 27 - tensdo maxima. Letras diferentes demonstram diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (ANOVA e Tukey pos hoc test, com p=0,031).
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No Gréfico 27, o digluconato de clorexidina diferiu do TTO, mas todos sé&o
estatisticamente semelhantes ao grupo controle.

Gréfico 28 - Tempo de presa. Letras diferentes demonstram diferenca estatisticamente

significante entre os grupos (ANOVA e Tukey pos hoc test, com p<0,0001).
Tempo de presa

2000

B

I

1500

tempo (s)
=
o
o
o

500

Controle Clorexidina Propolis alcool Propolis po

No Gréfico 28, grupo com adicéo de prépolis alcool aumentou o tempo de presa do
gesso quando comparado ao grupo controle. O grupo com adi¢do de extrato de propolis
seco diminuiu o tempo de presa do gesso quando comparado ao grupo controle. A adicéo
de TTO diminuiu o tempo de presa do gesso odontolégico quando comparado ao grupo

controle, mais ainda foi maior que o grupo com adicéo de extrato de propolis seco.
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5.3 Microscopia Eletronica de Varredura
Aumento de 300 kx

Figura 7 - A- Grupo controle. B- Grupo com adicdo de digluconato de clorexidina. C-
Grupo com adicdo de extrato seco de propolis. D- Grupo com adicdo de extrato de

propolis hidroalcool. E- Grupo com adicdo de Oleo de Melaleuca.
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Aumento de 500 kx

Figura 8 — A- Grupo controle. B- Grupo com adicdo de digluconato de clorexidina. C-
Grupo com adicdo de extrato seco de propolis. D- Grupo com adi¢cdo de extrato de

propolis hidroalcool. E- Grupo com adicdo de Oleo de Melaleuca.
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Aumento de 1000 kx

Figura 9 - A- Grupo controle. B- Grupo com adi¢do de digluconato de clorexidina. C-
Grupo com adicdo de extrato seco de propolis. D- Grupo com adicdo de extrato de

propolis hidroalcool. E- Grupo com adicdo de Oleo de Melaleuca.
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Observando as fotomicrografias, tem-se o grupo controle como referencial para os
demais grupos onde pode-se observar que os cristais de hemiidrato de calcio com formas

geométricas e sem espacamentos ( Figuras 7A, 8A e 9 A).

O grupo com adicdo de digluconato de clorexidina 2% ( Figuras7B, 8B e 9 B)
observa-se a formacao incompleta dos cristais de hemiidrato de calcio, onde visualmente

foi observado formas em espiculas em toda a amostra.

O grupo com incorporacdo de extrato de propolis seco e extrato de prépolis
hidrodlcool ( Figuras 7C,7D 8C, 8D, 9C e 9D) foi observado pequenas estruturas soltas

em ambas as amostras.

No grupo com adicdo de TTO (Figuras 7E, 8E e 9 E) a disposi¢cao dos cristais de
hemiidrato de calcio com morfologia similar ao grupo controle, porém com varios

espacamentos, grande e pequenos, espalhados por toda a amostra.
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6 DISCUSSAO
6.1 Efeitos Antimicrobianos

Ja é conhecido que moldes de gesso removidos de moldes contém diferentes
microrganismos patégenos na sua superficie ** *’. Sendo assim, os modelos de gesso

podem ser fonte de contaminac&o cruzada®*.

N&o ha relatos de estudos sobre o controle da infec¢do cruzada por modelos de
gesso com a incorporacdo de substancias naturais como 6leo de Melaleuca e prépolis.
Com isso, 0 presente estudo prop6s analisar a atividade antimicrobiana do Oleo de
melaleuca 20%; propolis em solucdo hidroalcodlica a 14%; extrato de propolis seco em
4,4% da massa de gesso e o desinfetante com propriedades bem descritas na literatura®

digluconato de clorexidina a 2%.

No presente estudo, os grupos de papel embebidos com as solucdes desinfetantes
representaram o controle negativo pois mensuraram a atividade antimicrobiana maxima

de cada solucéo nao incorporada ao gesso odontolégico.

Foi observado diferenca entre a capacidade de inibicdo do digluconato de
clorexidina quando incorporada ao papel (controle negativo) e ao gesso para todos o0s
microrganismos, exceto S. Aureus. Para o grupo de gesso com incorporacao de prépolis

hidroalcodlico houve tal diferenca para o microrganismo S.aureus.

O gesso com incorporacdo dessas substancias demonstrou menor atividade
antimicrobiana que o papel. Possivelmente, o gesso ndo deixa as substancias difundirem
pelo meio de cultura. O que leva a sugerir que para que a propolis hidroalcoolico tenha
eficiéncia compativel com o digluconato de clorexidina, deverd apresentar altas

concentracdes incorporadas na massa de gesso odontolégico.

De acordo com os resultados do presente estudo, 0 microrganismo B.Subtilis e
E.coli foram afetados apenas pelo digluconato de clorexidina. Nado houve diferenca
significativa entre os momentos, portanto ndo houve diminuicdo da atividade da

substancia. Tais resultados também foram descritos por Pereira et al.** 2011.
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O digluconato de clorexidina a 2% incorporado ao gesso odontolégico néo
demonstrou atividade antimicrobiana estatisticamente significante contra C.Albicans. Este
resultado concorda com os resultados obtidos por Ivanovski et al.?? 1995, porém é
importante ressaltar que a concentracdo usada pelo pesquisador foi de 0,2% e

posteriormente sugeriram que concentracdes maiores justificariam novos estudos.

No teste de difusdo em &gar, nenhum grupo demonstrou diferenca estatisticamente
significativa entre os momentos, portanto, ndo houve diminuicdo estatisticamente
significativa da atividade da substancia com o decorrer dos periodos de avaliacdo (1,2 e 3

momentos)

De acordo com Jennings, Samaranayake( 1991) #* fungos como C.albicans s&o
considerados microrganismos tao dificeis de descontaminacdo quanto os virus. Contudo,

17
l.

Estrela et al.”’, em 2003, discordam dos resultados obtidos na presente pesquisa ao

afirmarem que o digluconato de clorexidina & 2% foi eficaz contra Candida Albicans.

Segundo Amaron et al. >®

, estas discrepancias na acao antimicrobiana ocorre por
diferenca de metodologia, como inoculacdo dos microrganismos, PH das substancias e

incubacédo na estufa.

Os Graficos de 1a 8,confirmam que o digluconato de clorexidina é o desinfetante
com melhor comportamento e quando testado com o disco de papel (controle positivo.
Lembrando que os discos de papel filtro sGo um meio para as substancias desinfetantes
sem interferéncia da ag&do antimicrobiana, sua atividade desinfetante torna-se mais

evidente ( Graficos de 5a 8).

Os resultados observados no presente estudo demonstram que o Oleo de
Melaleuca a 20% com adicdo de DMSO nao apresenta atividade antimicrobiana
significativa para os microrganismos testados, de acordo com a metodologia utilizada de

difusdo em agar.

Carson et al.® em 2006, relataram inibicido de S.aureus e E. Coli em uma
concentracdo muito mais elevada (50%). Porém, nessa concentracdo, quando

incorporada ao gesso odontolégico, ndo ocorre sua presa. Uma alternativa é a
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incorporacao de aditivos ao gesso, como maiores concentragcdbes de DMSO ou goma
arébica?, para poder manipular o gesso com o Oleo de Melaleuca.

Os resultados para a propolis hidroalcoolico e os resultados do extrato de prépolis
em po foram significativamente diferentes. Tais diferencas podem ser produzidas pelos
processos de armazenagem, periodo da extracdo da forma in natura e manipulacdo do
composto que interferem nas propriedades medicinais antimicrobianas das substancias

naturais®.

O presente estudo discorda dos resultados encontrados por Sforcin et al.*® em
2000, onde foi verificada uma inibicdo de S.aureus e E.coli com extrato hidroalcoolico de
prépolis 0,4%, e 8%%. Porém deve-se ressaltar que a metodologia empregada foi

determinante.
6.2 ALTERACOES MECANICAS, FISICAS E MORFOLOGICAS
TEMPO DE PRESA

O tempo de intervalo entre o inicio da mistura de gesso ao liquido e seu completo
endurecimento é chamado de tempo de presa, € comumente mensurado pelo aparelho

VICAT, normatizado pelas especificacdes da ADA *,

Baseado nos resultados pode-se verificar alteracéo para os grupos com adicdo de
prépolis hidroalcoodlico e extrato de prépolis em po; entretanto, apesar das diferencas
estatisticamente significantes do grupo controle (Tabela A4), todos os grupos estao dentro
dos limites descritos pela ISO?!, que estabelece que o tempo de presa para gesso do tipo

IV estd entre 6 a 30 minutos.

O tempo de presa encontrado para digluconato de clorexidina estd de acordo com

22 1
l. |2

0 encontrado por Ivanovsky et al.““ em 1995 e Lucas et al.”> em 2009. Contudo, para as

outras substancias desinfetantes testadas ndo ha relatos na literatura para comparagéo.
ALTERACAO DIMENSIONAL

A expansdo dimensional durante a hidratacdo do sulfato de célcio tem sido
discutida®® e depende da composicéo do gesso. A expansao linear pode variar até 0,5%
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do volume total esperado, de acordo com as recomendacdoes de Anusavice,
Phillips>(1996).

A estabilidade dimensional do gesso tem grande importancia para os modelos, pois
grande alteracdo pode comprometer os trabalhos protéticos e sua qualidade de
adaptacao no paciente. Com isso, a desinfeccao ideal ndo deveria promover alteracées

dimensionais.

Nos resultados encontrados todos os grupos foram estatisticamente semelhantes
ao controle (Gréafico 25 e Anexos), demonstrando que estes produtos néo influenciam na
expansao dimensional, estando de acordo com Lucas et al.*! 20009.

REPRODUCAO DE DETALHES

7

A reproducdo de detalhes é uma importante caracteristica para a protese
odontoldgica, pois garante a adaptacdo da peca protética com exatiddo. As
especificacdes da ADA* definem como aceitavel a copia até a linha com profundidade de
0,05mm, correspondente a linha 4. De acordo com os resultados (Grafico 26 e Tabela
A4), a incorporacédo de desinfetantes nao interferiu com a capacidade de reprodugéo do
gesso tipo V.

Entretanto, os piores resultados foram para o grupo com adicdo de Oleo de
Melaleuca. Uma possivel causa de tal comportamento pode ser sua caracteristica oleosa,
gue durante a mistura do gesso proporcionou a incorporacdo de bolhas com maior

facilidade.

RESISTENCIA A COMPRESSAO

\

Tem sido descrito na literatura a diminuicdo da resisténcia a compressdo em
gessos com incorporacdo de substancias desinfetantes (lvanoveski et al.® 1995).
Contudo, neste estudo nao foi observado qualquer diferenca estatisticamente significante
dos grupos em comparagdo ao grupo controle (Grafico 27 e Tabela A3). Desta maneira,
pode-se sugerir que, em relagdo a resisténcia a compresséo, a adicdo das substancias

analisadas podera ser aplicada na rotina clinico/laboratorial.
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MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As foto micrografias de MEV (Figuras 7B, 8B, 9B) mostram para 0 grupo com
adicao de digluconato clorexidina, formacao de cristais com geometrias variadas, devido

esta substancia possivelmente interferir no processo de cristalizacdo do gesso.

Nas Figuras 7C, 7D, 8C, 8D, 9C e 9D pode ser observado que adicdo dos extratos
de proépolis seco e hidroalcodlico produziu estruturas superficiais soltas de gesso, em
forma de pé. Tais alteracdes foram maiores no grupo com extrato de pé. E provavel que a
propolis ndo tenha participado do processo de cristalizagéo e tenha ficado inerte em toda

amostra, dando a caracteristica de estruturas soltas.

Observa-se pela MEV (Figuras 7E, 8E, 9 E) que a adicdo de TTO produziu
particulas com auséncia de total cristalizacdo, gerando poros no seu interior e cristais
semelhantes aos do grupo controle. Consequentemente, particulas menores,
possivelmente, preencheram as lacunas entre as particulas maiores, obtendo uma massa
mais compacta, e assim, aumentando a resisténcia a compressao, porem diminuindo a
reproducao de detalhes. Essas bolhas no interior da amostra pode ser aprisionamento da

substancia, pois na cristalizacdo do hemiidrato de calcio somente a agua faz parte.
7 RELEVANCIA CLINICA DO ESTUDO

Clinicamente, a substancia desinfetante de primeira escolha, de acordo com a
metodologia utilizada, é a incorporacéo de digluconato de clorexidina a 2%, seguido pelo
extrato de propolis hidroalcodlico. A incorporacdo de Oleo de melaleuca e extrato de

propolis seco ndo demonstrou efeito antimicrobiano, no presente estudo.
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8 CONCLUSAO
8.1 DA ANALISE ANTIMICROBIANA
Dentro das limitacdes desde estudo in vitro, pode-se concluir que:

(1) O digluconato de clorexidina 2% demonstrou ser o mais efetivo desinfetante para ser
incorporado ao gesso odontoldgico, exceto para Candida Albicans.

(2) O microrganismo S.aureus demonstrou sensibilidade ao Propolis hidroalcoolico a
14%,

(3) Nenhuma das substéancias testadas perderam atividade antimicrobiana até 7 dias.

8.2 DAS ANALISES FISICAS E MECANICAS
De acordo com a metodologia usada no presente estudo, conclui-se que:

(1) A incorporacdo de digluconato de clorexidina a 2%, prépolis hidroalcodlico 14%,
extrato em po de propolis e Oleo de Melaleuca ndo prejudicam a capacidade de
reproducao do gesso, de acordo com as recomendacdes da ADA;

(2) A estabilidade dimensional linear do gesso IV apds a incorporacdo das substancias
testadas foi similar ao grupo controle;

(3) O tempo de presa de todos o0s grupos esta dentro dos limites estabelecidos pela ISO,

(4) A resisténcia a compresséao de todos os grupos foi semelhante ao grupo controle.

8.3 CONCLUSAO GERAL

(1) Os desinfetantes testados ndo apresentaram alteragcdes mecanicas e fisicas que
inviabilize sua manipulacdo ao gesso odontolégico de acordo com a ADA, ISO, e
Anusavice, Phillips, porém a substancia que apresentou melhor atividade

antimicrobiana foi a clorexidina 2%.
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ANEXOS

Tabela Al - Resultado estatistico para cada microrganismo em contato com 0 gesso

Aureus (Média) Aureus (Desvio-padrao)
Tratamentos Momentos Momentos
1 2 3 1 2 3
5,56888 5,8163 6,4350 ,40986 48344 49957

Controle
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15,994 15,812 16,3640 ,58697 1,79844 1,93859
CHX 0 0
TTO 6,3783 6,9483 7,1600 1,50858 1,27420 1,01578
Prépolis em 5,4000 5,4250 6,5167 ,87137 ,74688  ,90319
po
Propolis 7,1250 7,5300 8,1850 1,03945 ,65054 37477
alcool
Coli (Média) Coli (Desvio-padréo)
Tratamentos Momentos Momentos
1 2 3 1 2 3
Controle 5,0088 4,9375 5,0438 , 30192 ,26837 ,18898
CHX 5,3088 5,2075 5,3675 ,21223 , 33763 ,16918
TTO 4,8488 5,0063 4,9163 ,35353 , 31048 ,17353
Propolis em 48975 5,1813 5,1338 ,25076 37775 25779
po
Prépolis 5,1571 4,9729 4,8843 , 25441 ,33802 ,18393
alcool
Subtilis (Média) Subtilis (Desvio-padrao)
Tratamentos Momentos Momentos
1 2 3 1 2 3
Controle 49360 5,2220 5,0840 AT274 ,3751 , 28121
10,925 11,328 12,5643 2,95817 , 77826 1,37817
CHX 7 6
TTO 4,8420 5,1160 5,2420 , 34150 ,65949 ,45948
Propolis em 4,8743 5,2857 5,1471 ,19260 42426 ,24898
po
Prépolis 5,1557 5,5357 5,1729 ,50398 ,70668 ,61503
alcool
Candida (Média) Candida (Desvio-padréo)
Tratamentos Momentos Momentos
1 2 3 1 2 3
Controle 45617 44,5683 4,8317 , 33012 36471 ,33409
CHX 45183 4,9317 5,3683 ,31403 ,58308 1,41692
TTO 4,7833 4,8150 4,6517 ,21295 ,46831 , 16857
Propolis em 46367 4,6017 4,5350 ,46198 , 19934 ,36871
po
Propolis 4,7467 4,6267 4,6067 ,35155 ,33170 ,40825
alcool

Tabela A2 - Resultado estatistico para cada microrganismo em contato com o papel filtro

Aureus (Média) Aureus (Desvio-padréo)
Tratamentos Momentos Momentos
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1 2 3 1 2 3
Controle 6,8340  6,3040 6,8420 34904 49611 ,71880
CHX 18,1567 16,2700 15,4500 1,34972 49427 2,75087
TTO 5,6950  6,4400 9,4900 ,00192 09899 ,26870
Prépolisem 63525  6,8100 6,9375 ,32479 1,53351 ,92817
g?opons 19,8100 12,3033 16,9200 5,09754 1,99575 2,32955
alcool
Coli (Média) Coli (Desvio-padréo)
Tratamentos Momentos Momentos
1 2 3 1 2 3
Controle 57280 5,8820 5,9060 ,34098 , 11498 ,16180
CHX 19,1767 20,3767 17,9900 52539 1,71039 1,51060
TTO 55500 5,4500 5,5700 07071 12728 ,16971
Propolis em 5,9400 5,5950 5,7125 33516 43501 21172
Ig?opolis 58533  5,6633 55139 18583 ,35133
alcool 5,6533
Subtilis (Média) Subtilis (Desvio-padréo)
Tratamentos Momentos Momentos
1 2 3 1 2 3
Controle 5,8440  5,8960 5,8320 31413 ,16979 ,23921
32,4933 29,873 33,5667 3,64979 81445 1,92604
CHX 3
TTO 5,8150 5,6300 6,795 ,30406 ,28284 0,33234
Propolis em 57300 6,2175 63551 0,4025 ,35336
po 5,84 2
Propolis 6,5700 1,10177 1,06800 ,80728
alcool 6,2 6,3067
Candida
(Média) Candida (Desvio-padrao)
Tratamentos Momentos Momentos
1 2 3 1 2 3
Controle 5228 5,616 5,32 33663 23448 0,19222
CHX 14,8833 13,597 164133 0,88286 142005  1,18361
TTO 59100  4,7300  4,9400 039598 0,45255 0,31113
Propolis em 5,2950 ,49210 46965
pé 5,045 5,66 0,08287
Propolis 175002
alcool 6,0667 584 6,2167 0,60699 0,20075
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Tabela A3 - Resultados e analise estatistica dos testes tempo de presa, tensdo maxima,

alteracéo dimensional linear

Grupo nome Corpo Tempo de Tensao Alteracao
de presa Méxima dimensional
Prova (segundos) (MPa) linear (%)

grl controle 1 802 54,12 0,0199

grl controle 2 784 52,88

grl controle 3 815 31,13

grl controle 4 671 44,05

grl controle 5 619 43,8 0,0197

grl controle 6 635 40,9

grl controle 7 645 30,88 0,0198

grl controle 8 637 30,47 0,0198

grl controle 9 733 40,16 0,0197

grl controle 10 713 26,84
Média 705,4 39,52 0,0198
Desvio- 74,7 9,55 0,0001
padréo

gr2 CHX 1 630 34,2 0

gr2 CHX 2 618 20,53 0

gr2 CHX 3 710 27,79 0

gr2 CHX 4 657 23,27 0,0198

gr2 CHX 5 684 26,04 0,0395

gr2 CHX 6 648 32,05 0,1778

gr2 CHX 7 634 19,76 0,1195

gr2 CHX 8 696 33,21 0,1999

gr2 CHX 9 705 31,85 0,0991

gr2 CHX 10 642 45,59 0,1401
Média 662,4 29,43 0,0796
Desvio- 33,6 7,72 0,0774
padréao

gr3 propolis 1 1350 41,17 0
alcool

gr3 propolis 2 1442 25,43 0,039
alcool

gr3 propolis 3 1195 45,3 0,0791
alcool

gr3 propolis 4 1420 39,31 0,0795
alcool

gr3 propolis 5 1239 22,4 0,139
alcool

gr3 propolis 6 1412 46,23 0,079
alcool

gr3 propolis 7 1315 34,27 0,1166
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alcool
gr3 propolis 8 1187 38,09 0,1385
alcool
gr3 propolis 9 1333 24,9 0,0585
alcool
gr3 propolis 10 1444 28,75 0,0753
alcool
Média 1333,7 34,59 0,0805
Desvio- 98,8 8,75 0,0432
padréo
grd propolis po 1 325 32,39 0,0396
grd propolis po 2 310 47,14 0,1192
grd propolis po 3 348 42,66 0,0398
grd propolis po 4 314 31,28 0,0792
gr4 propolis po 5 323 36,09 0,0397
grd propolis po 6 330 41,31 0,0397
grd propolis po 7 350 49,12 0,0199
grd propolis po 8 344 25,18 0,02
grd propolis po 9 322 36,59 0,0595
grd propolis po 10 332 27,84 0,0791
Média 329,8 36,96 0,0536
Desvio- 13,8 8,02 0,0311
padréo
ar5 TTO 1 707 45,01 0
ar5 TTO 2 766 34,52 0
gr5 TTO 3 700 61,67 0
gr5 TTO 4 603 41,3 0,0198
gr5 TTO 5 654 45,17 0,0198
gr5 TTO 6 473 34,83 0
grs TTO 7 715 31,1 0
gr5 TTO 8 377 64,33
ar5 TTO 9 468 49,36
gr5 TTO 10 432 24,16 0,0197
Média 589,5 43,15 0,0074
Desvio- 139,7 12,87 0,010
padréo

Tabela A4 - Andlise estatistica dos resultados do teste reproducéo e detalhes.

Grupos/ média Linha 1 Linha 2 Linha3 Linha4 Linha5 Linha6 Linha?7
Controle 1 1 1 1 1 1 1
Clorexidina 1 1 1 1 1 2 3
Propolis alcool 1 1 1 1 1 1 2,5
Propolis p6 1 1 1 1 1 1 2
TT0 1 1 1 1 2 2 2
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