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RESUMO 
O objetivo deste estudo foi avaliar a influência de substâncias antimicrobianas sobre biofilmes 
simples e misto (C. albicans e S. mutans) formados em resinas acrílicas para base e 
reembasamento de prótese. Amostras das resinas foram confeccionadas (14 mm de diâmetro 
e 1,2 mm de espessura) e divididas em grupos: G1: imersão em solução de sabonete líquido 
desinfetante por 7, 14 e 28 dias (por 8 horas a temperatura ambiente, seguido de imersão em 
PBS (phosphate buffered saline) por mais 16 horas à 37 ºC, simulando a desinfecção noturna 
das próteses, sendo a solução desinfetante e o PBS trocados diariamente) antes da formação 
dos biofilmes simples e misto; G2: imersão em solução de hipoclorito de sódio 0,5% (controle 
positivo) por 7, 14 e 28 dias (por 8 horas a temperatura ambiente, seguido de imersão em 
PBS por mais 16 horas à 37 ºC, simulando a desinfecção noturna das próteses, sendo a 
solução desinfetante e o PBS trocados diariamente) antes da formação dos biofilmes simples 
e misto; G3: imersão em PBS (controle negativo) por 7, 14 e 28 dias (por 8 horas a temperatura 
ambiente, seguido da troca após 16 horas, à 37 ºC) antes da formação dos biofilmes simples 
e misto; G4: imersão em solução de sabonete líquido desinfetante por 8 horas depois da 
formação dos biofilmes simples e misto; G5: imersão em solução de solução de hipoclorito de 
sódio 0,5% (controle positivo) por 8 horas depois da formação dos biofilmes simples e misto; 
G6: imersão em PBS (controle negativo) por 8 horas a temperatura ambiente, após a formação 
dos biofilmes simples e misto; G7: tratamento superficial com solução de extrato de 
Cryptocarya moschatta depois da formação do biofilme, por 2 horas; G8: tratamento com 
solução de Nistatina a 100.000 IU/mL (controle positivo) depois da formação do biofilme, por 
2 horas; G9: tratamento com solução de antibiótico (controle positivo) depois da formação do 
biofilme, por 2 horas; G10: tratamento PBS (controle negativo) depois da formação do biofilme, 
por 2 horas. Biofilmes simples e mistos de C. albicans e S. mutans foram formados sobre as 
amostras em todos os grupos. Para a análise da atividade antimicrobiana, os seguintes testes 
foram realizados: contagem de colônias, avaliação do metabolismo celular, análise 
quantitativa e qualitativa por microscopia de varredura confocal a laser. Os ensaios foram 
realizados em triplicata (3 amostras de cada resina e para cada teste), em 3 ocasiões 
diferentes (n=9). Os dados foram submetidos ao método estatístico mais adequado para cada 
teste e o nível de significância de 5% foi selecionado (α=0.05). Os resultados mostraram que a 
solução de sabonete Lifebuoy® foi capaz de reduzir o número de unidades formadoras de 
colônias e o metabolismo celular dos biofilmes simples e misto de C. albicans, S. mutans 
formados sobre amostras de ambas as resinas, comprovando seu efeito antimicrobiano, tanto 
para o protocolo de prevenção como também para o protocolo de desinfecção. Em relação à 
eficácia do extrato de C. moschata, houve redução do número de unidades formadoras de 
colônias e do metabolismo celular, para biofilmes simples e misto formados sobre as amostras 
de resinas para base e reembasamento de próteses. Concluiu-se que a solução de Lifebuoy® 
e o tratamento com extrato de C. moschata foram eficazes na redução dos biofilmes simples 
e misto de C. albicans e S. mutans formados sobre amostras de resina acrílica para base e 
reembasador de próteses. 
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ABSTRACT 
The objective of this study was to evaluate the influence of antimicrobial substances on single 
and mixed biofilms of C. albicans and S. mutans formed on denture base and reline acrylic 
resins. Samples were prepared (14 mm in diameter and 1.2 mm thick) and divided into groups: 
G1: immersion in disinfectant liquid soap Lifebouy solution for 7, 14 and 28 days (for 8 hours 
at room temperature, followed by immersion in PBS (phosphate buffered saline) for another 
16 hours at 37 ºC, simulating the nocturnal disinfection of the prostheses, with the disinfectant 
solution and PBS changed daily) before the formation of single and mixed biofilms; G2: 
immersion in 0.5% sodium hypochlorite solution (positive control) for 7, 14 and 28 days (for 8 
hours at room temperature, followed by immersion in PBS for another 16 hours at 37 ºC, 
simulating the nocturnal disinfection of the prostheses, with the disinfectant solution and PBS 
changed daily) before the formation of single and mixed biofilms; G3: immersion in PBS 
(negative control) for 7, 14 and 28 days (for 8 hours at room temperature, followed by the 
change after 16 hours, at 37 ºC) before the formation of single and mixed biofilms; G4: 
immersion in disinfectant liquid soap solution for 8 hours after the formation of single and mixed 
biofilms; G5: immersion in 0.5% sodium hypochlorite solution (positive control) for 8 hours after 
the formation of single and mixed biofilms; G6: immersion in PBS (negative control) for 8 hours 
at room temperature, after the formation of single and mixed biofilms; G7: surface treatment 
with Cryptocarya moschatta exctract solution after biofilm formation, for 2 hours; G8: treatment 
with Nistatina at 100.000 IU/mL (positive control) after biofilm formation, for 2 hours; G9: 
treatment with antibiotic solution (positive control) after biofilm formation, for 2 hours; G10: 
treatment with PBS (negative control) after biofilm formation, for 2 hours; Single and mixed 
biofilms of C. albicans and S. mutans were formed on samples in all groups. For the analysis 
of antimicrobial activity, the following tests were performed: colony forming units count, 
evaluation of cell metabolism, quantitative and qualitative analysis by confocal laser scanning 
microscopy. The tests were performed in triplicate (3 samples of each resin and for each test), 
on 3 different occasions (n=9). The data were submitted to the most appropriate statistical 
method for each test and the significance level of 5% (α=0.05) was selected. The results 
showed that the Lifebuoy® soap solution was able to reduce the number of colonies forming 
units and the cellular metabolism of single and mixed biofilms of C. albicans and S. mutans 
formed on samples of both resins, proving its antimicrobial effect, both for the prevention 
protocol and for the disinfection protocol. Regarding the effectiveness of the C. moschata 
extract, there was a reduction on the number of colony formation units and on cellular 
metabolism, for both simple and mixed biofilms formed over the samples for denture base and 
reline acrylic resins. It was concluded that the Lifebuoy® solution was effective in reducing 
single and mixed biofilms of C. albicans and S. mutans formed on samples of denture base 
and reline acrylic resin. 

 
 

Keywords: Biofilms. Stomatitis denture. Acrylic resins. Candida albicans. Streptococcus 
mutans. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 
Considerando os avanços na tecnologia médica que permitem o tratamento de 

várias doenças, e a maior preocupação sobre ter hábitos saudáveis, estudos atuais 

têm mostrado que a expectativa de vida global vem aumentando1,2. Com o aumento 

da expectativa de vida, é provável que a demanda por próteses removíveis também 

continue necessária, apesar da constante conscientização sobre saúde bucal em 

pacientes idosos3. No último resultado do SBBrasil de 2010 foi demonstrado que na 

faixa etária de 65 a 74 anos, apenas 23,5% de idosos não usavam algum tipo de 

prótese dentária superior, sendo o maior percentual (31,4%) na Região Nordeste, e o 

menor (16,5%), na Região Sul. A porcentagem de usuários de prótese total foi de 

63,1% para o Brasil, variando de 65,3% na Região Sul a 56,1% na Região Nordeste4. 

O polimetilmetacrilato (PMMA) é o polímero mais comumente usado em 

laboratórios odontológicos para confecção de próteses dentárias e para realização de 

reparos. Em clínicas odontológicas também é o mais utilizado para o reembasamentos 

das próteses 4,5. Essas resinas são convencionalmente apresentadas na forma de pó- 

líquido. O pó contém um polímero transparente (PMMA), no entanto aditivos como 

pigmentos e fibras sintéticas de nylon, ou acrílico são adicionados para melhorar as 

propriedades físicas e estéticas. O componente líquido contém um monômero de 

metacrilato de metila, que é combinado com agentes de reticulação e inibidores4,6. 

Em função da reabsorção óssea, que é um processo contínuo, muitas vezes o 

reembasamento dessas próteses dentárias se faz necessário. Pode-se realizar o 

reembasamento direto ou indireto. O reembasamento direto é realizado em 

consultório utilizando-se resinas acrílicas autopolimerizáveis especialmente 

formuladas para essa finalidade. Esse método, também denominado reembasamento 

imediato, pode ser realizado pela utilização de materiais rígidos ou resilientes e elimina 

as fases de inclusão e prensagem necessárias à realização do reembasamento do 

tipo mediato (ou indireto), sendo, por esse motivo, mais fácil, rápido e de custo 

acessível. O reembasamento direto das próteses é um processo relativamente 

simples, barato e melhora significativamente a satisfação dos pacientes7. Porém, 

estudos comprovam que os reembasadores possuem maior rugosidade superficial em 

comparação às resinas de base, fato que pode contribuir para o acúmulo de biofilme8-
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10. Além disso, com o uso diário, os materiais resinosos são expostos aos ingredientes 

da saliva e mudanças de temperatura na cavidade bucal. Esses fatores, associados 

aos hábitos inadequados de higiene, também podem favorecer o acúmulo de biofilme 

na superfície desses materiais, ocasionando a estomatite protética11,12. 

A etiologia da estomatite protética mostra-se extremamente variável, sendo 

considerada multifatorial. O uso prolongado de próteses dentárias, a má higiene e o 

trauma da mucosa são fatores locais importantes que contribuem para o 

desenvolvimento e manutenção da doença11. Outro importante fator para o seu 

desenvolvimento é o ambiente favorável para o crescimento de Candida que é criado 

sob as próteses dentárias. O microambiente da mucosa palatina portadora da prótese 

é de baixo oxigênio, em grande parte desprovido de saliva, e é de pH ácido, o que 

promove a atividade e secreção de enzimas hidrolíticas, aspartil proteinases (SAPs) 

secretadas, fosfolipases e lipases que causam a degradação tecidual13-19. Além disso, 

a adesão de microrganismos na superfície interna das próteses ou dos 

reembasadores e posterior formação do biofilme, principalmente de espécies de 

Candida, são fatores primordiais para o surgimento da estomatite protética. 

A cavidade bucal é um habitat excepcionalmente complexo que abriga 

comunidades microbianas únicas e diversas que coexistem em um equilíbrio. 

Qualquer distúrbio neste ecossistema que resulte no domínio de uma espécie 

patogênica (disbiose), pode levar ao desenvolvimento de doenças bucais20,21. Na 

cavidade oral, a co-adesão de C. albicans com bactérias é essencial para a 

persistência e sobrevivência de C. albicans e, portanto, essas interações podem 

aumentar a colonização no hospedeiro22,23. 

A virulência de C. albicans é atribuída à sua capacidade de crescer em diversas 

formas morfológicas: levedura, pseudo-hifas e hifas verdadeiras. As hifas alongadas 

evadem ou escapam das células fagocíticas e conseguem fazer com que as células 

de levedura se disseminem no tecido e na corrente sanguínea, contribuindo como um 

fator importante na sobrevivência de C. albicans em vários locais ou condições. Além 

dessa capacidade morfológica, outro fator que pode aumentar a virulência de C. 

albicans são as interações com microrganismos orais como S. mutans, isso justifica a 

importância em estudar os biofilmes multiespécies em superfícies24. 

As interações fúngico-bacterianas e seu papel na saúde e na doença estão 

ganhando notoriedade25. Essa interação pode ser do tipo comensalismo cooperativo, 
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quando os microrganismos podem fornecer substratos e/ou metabólitos estimulando 

assim o crescimento de ambas as espécies. Isso ocorre entre C. albicans e S. mutans. 

O fungo metaboliza a sacarose de forma ineficiente, mas é beneficiado por produtos 

da hidrólise de sacarose (glicose e frutose) realizada por S. mutans. A presença de C. 

albicans no biofilme aumenta a formação de exopolissacarídeos (EPS), e dos 

glucanos, aumentando a adesão e a coesão bacteriana. Também forma uma matriz 

limitadora da difusão que protege as bactérias e ajuda a acidificar o microambiente 

local. Dessa forma, o acúmulo e formação de microcolônias de S. mutans se torna 

maior26,27. 

A estomatite pode ser tratada usualmente por meio da utilização de 

medicamentos antifúngicos, da orientação ao paciente quanto à higienização da 

prótese e verificação da necessidade da troca. Agentes antifúngicos usados em 

excesso pode resultar em espécies resistentes às drogas28. A prescrição de 

antifúngicas deve ser vista com cautela. Alguns podem ser tóxicos, ter baixa 

efetividade e, como já mencionado, podem induzir a resistência fúngica28. Assim, 

novas pesquisas buscam terapias alternativas para o tratamento de infecções, sendo 

a fitoterapia uma alternativa viável para atingir este objetivo29,30. 

O gênero Cryptocarya pertence à família Pantropical Lauraceae, da qual várias 

espécies crescem nas florestas tropicais dos países da orla do Pacífico. Diferentes 

tipos de produtos naturais, apresentando considerável diversidade estrutural, têm sido 

isolados de espécies desse gênero, incluindo flavonóides e pironas31. Várias espécies 

de Cryptocarya foram estudadas com foco em sua fitoquímica e farmacologia32-34. 

Estudos prévios observaram atividade antifúngica de C. moschata e 

C. mandioccana35-37. Recentemente, um estudo desenvolvido por Zoccolotti et al.29 

(2021), mostrou que os extratos de C. moschata e C. mandioccana foram capazes de 

reduzir o metabolismo celular e o número de unidades formadoras de colônias do 

biofilme de C. albicans formado sobre resina acrílica para base de próteses. Além 

disso, em estudo in vivo, observou-se que, histologicamente, o extrato de C. moschata 

não causou dano celular na língua dos camundongos, além de diminuir o biofilme de 

C. albicans, semelhante ao grupo tratado com nistatina, usado como controle 

positivo38. 

Apesar dos resultados promissores em relação a fitoquímica e farmacologia de 

várias espécies de Cryptocarya, nenhum estudo foi encontrado na literatura a respeito 
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de seu efeito sobre biofilme misto de Candida albicans e Streptococcus mutans 

formados sobre amostras de resinas acrílicas para base e reembasamento de 

próteses. Os fatores supracitados demonstram a importância do presente estudo na 

elaboração de um tratamento natural e de baixo custo para a estomatite protética. 

Dentre os métodos de prevenção, a eliminação e/ou redução do biofilme é fator 

primordial. Biofilmes são comunidades microbianas altamente organizadas, aderidas 

a uma superfície biótica (mucosa oral) ou abiótica (superfície das próteses), e 

protegidas por uma matriz polimérica extracelular39,40. Devido à interação das células 

microbianas e a presença da matriz polimérica extracelular, o biofilme possui 

propriedades diferentes dos microrganismos que se encontram em forma livre. Na 

forma de biofilme, as células apresentam benefícios, tais como: retenção de água e 

resistência a dessecação, captação e armazenamento de nutrientes, adesão ao sítio 

de infecção, proteção física contra o sistema de defesa do hospedeiro e 

antimicrobianos41. A eliminação e/ou redução do biofilme pode ser realizada 

mecanicamente, quimicamente ou pela combinação de ambas42. 

Estratégias de desinfecção por soluções químicas têm sido frequentemente 

recomendadas devido a sua efetividade em reduzir ou eliminar diferentes 

microrganismos43. Um limpador químico ideal para próteses dentárias deve inibir ou 

reduzir o acúmulo de biofilmes, possuir atividade antifúngica e antibacteriana, ter um 

odor agradável, ser de baixo custo, fácil manipulação e não tóxico44,45. Existem alguns 

tipos de produtos químicos utilizados para a desinfecção das próteses, como 

digluconato de clorexidina, hipoclorito de sódio, vinagre e álcool46-49. Porém, esses 

agentes possuem algumas desvantagens e restrições de uso como manchamento e 

branqueamento das resinas, efeitos citotóxicos e corrosão da estrutura metálica em 

próteses parciais removíveis50-53. 

Como alternativa, estudos foram realizados com o objetivo de avaliar os efeitos 

da imersão em sabonetes líquidos desinfetantes sobre as propriedades físicas, 

mecânicas e biológicas de resinas acrílicas para base e reembasamento de prótese, 

bem como sobre dentes artificiais54-57. Zoccolotti et al.54 (2018) observaram que alguns 

sabonetes líquidos desinfetantes (Dettol, Lifebuoy®, Protex) foram eficazes na 

redução do biofilme simples formado na superfície de amostras de resina acrílica. 

Além disso, o mesmo estudo concluiu que os sabonetes testados não foram tóxicos e 

não promoveram alteração na rugosidade das amostras. Em 2019, Zoccolotti et al.55
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concluíram que os sabonetes líquidos desinfetantes não alteraram significativamente 

a dureza, a rugosidade e a estabilidade da cor de dentes artificiais testados, tornando- 

se uma alternativa para a desinfecção de próteses removíveis parciais ou totais. 

Diante dos resultados laboratoriais promissores, Tasso et al.56 (2020) realizaram um 

estudo clínico controlado com o objetivo de avaliar a efetividade das soluções de dois 

sabonetes líquidos desinfetantes (Dettol e Lifebuoy®) no controle do biofilme presente 

em próteses totais superiores removíveis. Os autores concluíram que as soluções do 

sabonete Lifebuoy® e do sabonete Dettol tiveram resultados semelhantes e foram 

eficazes na redução do biofilme. Em outro estudo, observou-se que a imersão de um 

reembasador de próteses no sabonete líquido Lifebuoy® reduziu o biofilme formado 

nas amostras e a imersão não afetou a citotoxicidade do material57. Esses estudos 

avaliaram as propriedades biológicas em relação às cepas de C. albicans e isolados 

clínicos das espécies de Candida. Nenhum estudo foi encontrado na literatura 

avaliando o efeito dos sabonetes desinfetantes sobre biofilme misto de Candida 

albicans e Streptococcus mutans, o que demonstra a importância do presente estudo 

na elaboração de um protocolo de desinfecção acessível e de baixo custo para 

usuários de próteses removíveis parciais ou totais. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 
O objetivo geral deste estudo foi avaliar a influência de substâncias 

antimicrobianas sobre biofilmes simples e misto formado em resinas acrílicas para 

base e reembasamento de prótese. 

 
2.1 Objetivos Específicos 

 
 

Estudo I: Efeito da solução de sabonete Lifebuoy® sobre os biofilmes simples 

e misto de C. albicans e S. mutans: 

• Avaliar o efeito da imersão de resinas acrílicas para base e 

reembasamento de próteses em soluções desinfetantes por 7, 14 e 28 dias sobre a 

capacidade de formação de biofilmes simples e misto, como método de prevenção; 

• Avaliar a capacidade de remoção dos biofilmes simples e misto formados 

sobre resinas acrílicas para base e reembasamento de próteses após imersão em 

soluções desinfetantes por 8 horas, como método de desinfecção. 

 
Estudo II: Efeito do protocolo de tratamento com Cryptocarya moschatta sobre 

os biofilmes simples e misto de C. albicans e S. mutans: 

• Avaliar o efeito da aplicação superficial de solução de extrato de 

Cryptocarya moschatta sobre biofilmes simples e misto formados em resinas acrílicas 

para base e reembasamento de próteses, como protocolo de tratamento. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 
 

Um distúrbio comum que afeta usuários de próteses é a estomatite protética, a 

qual é caracterizada por uma inflamação eritematosa que afeta as áreas da mucosa 

oral que estão em contato direto com a prótese58. A incidência de pacientes que usam 

próteses removíveis e que apresentam a estomatite protética é de até dois terços ou 

mais, e apesar desse número ser tão alto, a sintomatologia muitas vezes é inexistente 

e apenas uma minoria dos pacientes relatam algum tipo de desconforto, como dor, 

coceira ou até mesmo algum tipo de queimação59. 

Apesar da alta taxa da presença da estomatite protética, a sua etiologia é pouco 

compreendida, alguns fatores como o trauma da mucosa devido ao ajuste inadequado 

da prótese total, aumento da idade do paciente, próteses antigas e mal ajustadas, 

infecção bacteriana e fúngica (principalmente por espécies de Candida) e má higiene 

da prótese estão comumente relacionados a presença da doença, porém, a relação 

clara de causa e efeito ainda não foi demonstrada, e a ideia mais aceita na atualidade 

é que se trata de uma doença multifatorial60-62. 

Em 2011, Gendreau e Loewy58 publicaram uma revisão de literatura, onde 

demonstram a relação causal de alguns fatores de risco aceitos para a estomatite 

protética. No estudo publicado por Budtz-Jorgensen e Bertram63 (1970) foi 

demonstrado como próteses desajustadas podem causar algum tipo de irritação, ou 

uma associação de inflamação localizada simples na mucosa por trauma, podem ser 

um alto fator de risco para o desenvolvimento da doença, assim próteses mal 

adaptadas foram associadas a um maior risco de estomatite protética. 

Emami et al.64 (2014) avaliaram a hipótese de que o aumento da pressão 

oclusal pode contribuir para o trauma da mucosa na estomatite protética. Esses 

autores compararam a incidência de estomatite protética entre 173 pacientes idosos 

edêntulos que receberam aleatoriamente novas próteses convencionais maxilares e 

mandibulares (n = 76) com aqueles que receberam overdentures mandibulares com 

dois implantes (n = 97), o que proporcionou melhor estabilidade e ajuste e redução 

oclusal. Após 1 ano, a incidência geral de estomatite por dentadura foi de 64%, com 

gravidade aproximadamente igualmente dividida entre Tipo I e Tipo II de Newton; no 

entanto, os pacientes com próteses convencionais foram significativamente mais 
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propensos a ter estomatite protética do que aqueles com overdentures mandibulares 

(OR: 4,52; IC 95%: 2,24-9,14; p<0,0001). 

Outro fator de risco para a estomatite protética que é aceito na literatura é a má 

higiene das próteses, Estudos relatam que muitos usuários de próteses tentam manter 

a higiene apenas através da escovação, tal como faziam com a dentição natural, 

porém, já é elucidado na literatura que para se ter uma higienização eficiente outros 

métodos, como o uso de soluções desinfetantes comerciais ou a imersão da prótese 

em hipoclorito de sódio diluído, são necessários como parte da manutenção diária65. 

A cavidade oral é considerada um ambiente complexo, que a alta umidade e 

temperatura moderada juntamente com a abundância de nutrientes podem promover 

a sobrevivência de vários tipos de microrganismos que podem ser capazes de formar 

biofilmes microbianos66. O desenvolvimento rápido de biofilme acontece em próteses 

que são mal higienizadas, ocorrendo assim a aderência e acúmulo de microrganismos 

patogênicos. O biofilme contém bactérias e leveduras que residem nas superfícies das 

próteses e podem colonizar a mucosa oral67,68,  tendo papel na inflamação oral 

associada à estomatite protética69. 

A própria utilização de uma prótese dentária pode ter papel importante no 

desenvolvimento de estomatite protética. A capacidade de bactérias e leveduras em 

colonizar os materiais dessas próteses é primordial para o início da doença, pois esses 

biofilmes se aderem às superfícies das próteses, formando um depósito de 

microrganismos, expondo continuamente a mucosa aos organismos contidos neste 

biofilme. Os principais componentes dos biofilmes formados na base das próteses são 

bactérias, com uma alta prevalência de Streptococcus mutans, enquanto as leveduras 

ocupam uma parte menor, porém não menos importante da flora microbiana total, 

destacando-se as espécies de Candida70,71. Carlsson et al.72 (1969) através de seu 

estudo que as bactérias Streptococcus mutans e Streptococcus sanguis são membros 

proeminentes da flora bacteriana em próteses dentárias. Foi verificado que se os 

pacientes edêntulos ficarem sem utilizar suas próteses por dois dias, a contagem 

dessas bactérias chegou a zero, indicando que a prótese dentária pode ser a principal 

ou única fonte desses organismos. 

O progresso da formação do biofilme é iniciado através da ligação de baixa 

afinidade de células planctônicas a um substrato, seguido por alta adesão por meio 

de receptores específicos. Assim, microcolônias desenvolvem-se, ocorre divisão das 
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células ligadas ao substrato, seguida do recrutamento de novas células planctônicas, 

ocasionando o desenvolvimento de uma comunidade, podendo haver recrutamento 

de espécies bacterianas heterotípicas e/ou adesão por múltiplas espécies, levando à 

formação de comunidades multiespécies (polimicrobianas)73. A sobrevivência dessas 

espécies em comunidades de biofilme, em relação às que permanecem em condições 

planctônicas, é abundante, visto que a matriz extracelular, formada por substâncias 

poliméricas extracelulares (EPS), e a presença de células persistentes, as quais 

sobrevivem a baixas taxas metabólicas, causam sensibilidade reduzida aos agentes 

antimicrobianos74. 

Os biofilmes também são mais resistentes à remoção mecânica e à morte pelo 

sistema imune do hospedeiro75. A densidade e a disposição de um biofilme podem ser 

afetadas por inúmeros fatores, dentre eles o pH, nutrientes, oxigênio, tempo de 

formação do biofilme, visto que um biofilme maduro, que cresce ao longo de dias, terá 

uma composição diferente de um biofilme que é mecanicamente removido e formado 

diariamente76. 

A contribuição dos biofilmes de C. albicans na etiologia da estomatite protética 

foi avaliada por Ramage et al.77 (2004). Foram recolhidas amostras de biofilmes das 

próteses com swabs estéreis e isolados representativos de C. albicans recuperados 

foram utilizados para investigar a cinética do desenvolvimento do biofilme in vitro. Os 

biofilmes de Candida foram visualizados por MEV (microscopia eletrônica de 

varredura) diretamente sobre as amostras retiradas de próteses de pacientes com 

estomatite protética. Esses biofilmes mostraram uma propensão a aderir ao longo de 

rachaduras e imperfeições da resina acrílica. Os isolados clínicos de C. albicans foram 

capazes de formar biofilmes in vitro. O teste de suscetibilidade indicou que os biofilmes 

resultantes apresentaram resistência aumentada ao tratamento antifúngico. Concluiu- 

se que os biofilmes de Candida desempenham um papel importante na instalação de 

doenças infecciosas. A capacidade da Candida em se aderir a próteses de resina 

demonstrou ser o primeiro passo que pode levar ao desenvolvimento do processo 

infeccioso e que pode resultar em graus variados de estomatite protética da mucosa 

adjacente77-79. 

A virulência de C. albicans é atribuída à sua capacidade de crescer em diversas 

formas morfológicas vegetativas: levedura, pseudo-hifas e hifas verdadeiras. As hifas 

alongadas evadem ou escapam das células fagocíticas e conseguem fazer com que 
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as células de levedura se disseminem no tecido e na corrente sanguínea, contribuindo 

como um fator importante na sobrevivência de C. albicans em vários locais ou 

condições. Além dessa capacidade morfológica, outro fator que pode aumentar a 

virulência de C. albicans são as interações com microrganismos orais como S. 

mutans, isso justifica a importância em estudar os biofilmes multiespécies em 

superfícies80. 

Dessa forma, novos estudos que buscam avaliar a complexidade da interação 

fúngico-bacteriana é primordial para um melhor entendimento dessa relação e para 

alcançar estratégias mais eficazes e adequadas para o manejo da estomatite 

protética. 

Quando a estomatite protética está presente, é necessário um tratamento 

curativo. Vários agentes antifúngicos podem ser utilizados, como o fluconazol, 

nistatina, anfotericina B, miconazol, cetoconazol, itraconazol e clotrimazol. Se usados 

corretamente, eles são efetivos contra a estomatite protética, porém tem diversos 

efeitos adversos relacionados, podendo causar hepatotoxicidade e até mesmo agir 

nos microrganismos os tornando resistentes81. A aplicação tópica de agentes 

antifúngicos, como a nistatina, é eficaz apenas por um curto. Além disso, esses 

agentes geralmente são afetados negativamente pelo fluxo de saliva, tendo um 

número muito elevado de recidiva da doença. 

A resistência microbiana ao tratamento convencional com antifúngicos foi 

relatada como um fator alarmante. Para agravar esse problema, o arsenal terapêutico 

disponível é limitado e agentes antifúngicos comerciais têm efeitos adversos graves, 

como toxicidade renal e hepática. Novos compostos antifúngicos, ou mesmo 

substâncias capazes de interagir sinergicamente com os medicamentos são 

urgentemente necessários para complementar a terapia convencional. A possibilidade 

de quimiossensibilização de patógenos por meio de compostos naturais tem se 

mostrado promissora no sentido de aumentar a eficácia da terapia convencional. 

Sabe-se que os metabólitos secundários produzidos por plantas também podem atuar 

como agentes antifúngicos. Essas substâncias podem auxiliar na cicatrização de 

feridas e diminuir os sintomas em pacientes afetados por infecções fúngicas. Nesse 

contexto, a pesquisa de novos compostos com potencial antifúngico é necessária, 

sendo os de origem natural uma opção que tem sido aceita e solidificada na 

comunidade científica devido às suas propriedades e eficácia comprovadas82. 
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Vários produtos naturais possuem efeitos antifúngicos e antimicrobianos, 

podendo ser utilizados no combate à estomatite protética. Tais produtos geralmente 

são mais baratos, menos tóxicos e menos propensos a induzir resistência microbiana 

em comparação com às drogas sintéticas83,84. Pinelli et al.85 (2013) relataram que 

Ricinus communis, quando usado como enxaguante bucal 4 vezes ao dia, poderia 

combater a estomatite protética por diminuir a formação de biofilme85. O extrato de 

própolis a 2%, quando adicionado a um gel oral, demonstrou efeitos anti-inflamatórios, 

curando as lesões causadas por infecções por C. albicans86. 

O gênero Cryptocarya pertence à família Pantropical Lauraceae, da qual várias 

espécies crescem nas florestas tropicais dos países da orla do Pacífico. Diferentes 

tipos de produtos naturais, apresentando considerável diversidade estrutural, têm sido 

isolados de espécies desse gênero, incluindo flavonóides e pironas87. 

Cryptocarya mandioccana (noz-moscada-do-brasil) é uma espécie de árvore 

de até 30 m de altura que está predominantemente distribuída ao longo da mata 

atlântica costeira do sul do Brasil. Seus frutos são distintos devido ao seu aroma e 

sabor marcantes e curativas. Sua casca também é usada medicinalmente contra 

cólicas e diarreia. O chá feito de suas sementes é usado contra dores e suas folhas 

esmagadas, contra fortes cólicas88. Na região sudeste do Brasil, mais especificamente 

na região da Mata Atlântica, são encontradas sete espécies de Cryptocarya. Dentre 

as espécies existentes, o extrato etanólico da polpa de frutos verdes e sementes de 

C. moschata demonstrou atividade antifúngica89. Além disso, em outros estudos, 

folhas obtidas de C. moschata e C. mandioccana também demonstraram atividade 

antifúngica90. 

Zoccolotti et al.29 (2021) avaliaram a eficácia de extratos de espécies de 

Cryptocarya sobre biofilme de Candida albicans e sua biocompatibilidade. Biofilme 

maduro de C. albicans foi formado em amostras de resina acrílica para base de 

prótese e o efeito fungicida dos extratos foi avaliado pelo ensaio Alamar Blue®, 

contagem de unidades formadoras de colônias (CFU/mL). Os resultados mostraram 

redução significativa no metabolismo celular e no número de UFC/ml de C. albicans 

(p<0,05). A concentração de 0,045 g/mL inibiu completamente o número de UFC/mL, 

comprovando assim a atividade antimicrobiana dos extratos de Cryptocarya no 

controle de C. albicans presente em amostras de resina acrílica para base de prótese. 
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Prevenir o desenvolvimento do biofilme nas próteses é a melhor estratégia para 

manter a higiene e evitar a estomatite protética. A higienização satisfatória de próteses 

oferece uma abordagem segura e eficaz para a remoção de biofilme. No entanto, a 

alta prevalência de estomatite protética entre usuários de próteses e sua associação 

com higiene insatisfatória sugere que apenas uma minoria de indivíduos realmente 

pratica uma limpeza adequada de suas próteses91. 

A correta desinfecção das próteses removíveis parciais ou totais é considerada 

de extrema importância, visto que existem evidências científicas disponíveis que 

demonstram que os hábitos de má higiene podem estar fortemente relacionados ao 

desenvolvimento de infecções orais e sistêmicas92. Uma revisão sistemática publicada 

em 2014 abordou como os métodos de desinfecção podem ser tão eficazes quanto a 

terapia antifúngica quando a doença já está instalada, mostrando como a educação 

sobre a correta desinfecção é importante aos usuários de prótese para a manutenção 

da saúde64. 

A correta limpeza da prótese é importante não apenas para controlar a 

presença de biofilme, prevenindo a infecção da mucosa e o estabelecimento da 

doença, mas também para a longevidade e sucesso do tratamento realizado. A 

remoção do biofilme das próteses pode ser alcançada através da aplicação de 

diferentes tipos de práticas de higiene, incluindo métodos mecânicos, agentes 

químicos e irradiação ou combinação dos métodos acima mencionados. A escovação 

representa o método mecânico mais comumente aplicado, combinando a vantagem 

de simplicidade, eficácia e baixo custo, porém a desvantagem desse método, para 

muitos usuários de prótese, é a necessidade da destreza manual, podendo não ser 

totalmente eficaz usado unicamente93. 

Os agentes de limpeza química podem incluir uma ampla variedade: 

hipocloritos, peróxidos, enzimas, ácidos, medicamentos brutos e enxaguatórios 

bucais. Dispositivos ultrassônicos combinam a remoção mecânica de biofilme com o 

uso simultâneo de um agente químico94. A irradiação de próteses por meio de terapia 

fotodinâmica ou aplicação de micro-ondas também tem sido descrita como métodos 

alternativos de desinfecção de próteses totais95. 

Um método considerado ideal de desinfecção de próteses deve, além da ação 

bactericida e fungicida, possuir a capacidade de manter inalteradas as propriedades 

físicas e mecânicas da base da prótese e dos dentes artificiais. Em particular, a 
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manutenção da cor e da estabilidade dimensional de um material de prótese é 

primordial para sua longevidade clínica96. 

Badaró et al., conduziram um estudo, in vitro, para verificar métodos de higiene 

da prótese total, usando uma combinação de escovação e imersão (em soluções 

químicas) de amostras em resina acrílica termopolimerizada por um curto período de 

tempo. As amostras foram confeccionadas com uma parte polida para simular a 

superfície de contato com a mucosa bucal, língua e lábios, e a outra face não foi polida 

para simular a superfície de contato com a mucosa oral do palato. Os grupos testados 

foram dividios em NaOCL a 0,5% e a 0,25%, solução de Ricinus communis a 10%, e 

solução salina como controle negativo. As amostras eram escovadas por 9 minutos 

em cada face (polida e não polida), e em seguida eram imersas por 20 minutos nas 

soluções testes. O procedimento de escovação foi realizado três vezes ao dia por 3 

minutos em cada lado da amostra, e o procedimento de imersão foi realizado uma vez 

ao dia por 20 minutos, ambos durante 21 dias. Ao avaliar a rugosidade das superfícies, 

foi constatado que o uso das soluções promoveu alteração apenas na superfície 

polida das amostras. O NaOCl 0,5% promoveu uma alteração significativa maior na 

superfície, enquanto a concentração de 0,25% apresentou resultados intermediários, 

sugerindo uma relação entre a concentração da solução e a rugosidade superficial97. 

As características ideais de um agente para limpeza de próteses devem incluir: 

capacidade de remoção do biofilme e de manchas e ser antibacteriano e antifúngico 

para reduzir o nível do biofilme de patógenos potencialmente nocivos. Além disso, não 

deve ser tóxico, ser compatível com os materiais de prótese e não modificar ou 

degradar a superfície da resina acrílica da base de prótese ou dos dentes artificiais. 

Precisa agir em um período curto (≤ 8 horas), ser de fácil uso, para o paciente ou 

cuidador, e ter baixo custo98. 

A utilização de sabonetes líquidos como agente de desinfecção de próteses foi 

proposta por Zoccolotti et al.54 (2018), com resultados muito promissores. O estudo 

avaliou as propriedades físicas e biológicas de uma resina acrílica para base de 

próteses após imersão em sabonetes antissépticos. Corpos de prova foram 

preparados, e armazenados em soluções distintas por 0, 7, 14, 21 e 28 dias. Foram 

testadas as soluções: DW: água destilada a 37 ° C (grupo controle); DS: ciclos de 

imersão diária em detergente Dettol por 8 horas à temperatura ambiente, seguido de 

imersão em água destilada por 16 horas a 37 ° C; PS: ciclos de imersão diária no 
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sabão Protex, conforme descrito para o grupo anterior; LS: ciclos de imersão diária no 

sabonete Lifebuoy®, conforme descrito para o grupo DS. Os parâmetros avaliados 

foram a capacidade de formação de biofilme por C. albicans, e redução de biofilmes 

fúngicos pré-formados, citotoxicidade, rugosidade superficial, dureza e mudança de 

cor. Para a fase de adesão fúngica, o tipo de sabonete teve efeito estatisticamente 

significativo, mas após 24 horas, não foram encontradas diferenças entre as soluções 

ou entre os tempos de armazenamento. Em relação à eficácia da redução do biofilme, 

houve diferença significativa quando os grupos foram comparados entre si. Dettol e 

Lifebuoy® eliminaram o biofilme pré-formado nos corpos de prova. Além disso, todos 

os sabonetes foram classificados como não citotóxicos (na linhagem HaCaT), pois 

não houve diferença na viabilidade celular entre os diferentes grupos, exceto após 21 

dias, quando houve diminuição da viabilidade celular, independentemente do tipo de 

sabão. Em relação à rugosidade, não houve diferença estatisticamente significante 

entre os grupos. Lifebuoy® diminuiu a dureza da resina, independentemente do tempo 

de armazenamento. Após 21 e 28 dias de armazenamento, houve um aumento no 

valor de dureza, independentemente do tipo de sabão. A cor das amostras, de acordo 

com os valores do National Bureau of Standards, variou de 0,27 a 0,58 (ou seja, 

alterações de cor imperceptíveis ou suaves). Em geral, os sabonetes desinfetantes 

não foram capazes de prevenir a formação de biofilme, mas todos os sabonetes foram 

eficazes na redução do biofilme pré-formado. Além disso, todos os sabões eram não 

citotóxicos e não alteraram a rugosidade superficial, e a dureza54. 

Em estudo clínico, Tasso et al.56 (2020), avaliaram a eficácia de sabonetes 

desinfetantes líquidos na redução de microrganismos presentes em próteses totais 

superiores. Os pacientes selecionados (N = 28) foram divididos aleatoriamente em 

quatro grupos (n = 7), e cada grupo foi submetido a todos os quatro tratamentos de 

desinfecção em uma ordem diferente. Os tratamentos de desinfecção avaliados 

foram: hipoclorito de sódio 0,5% (controle positivo); sabonete líquido Dettol; sabonete 

líquido Lifebuoy®; e solução salina tamponada com fosfato (controle negativo). Os 

pacientes foram orientados a imergir as próteses superiores na solução desinfetante 

por 8 horas (overnight) por 7 dias. Todas as soluções foram testadas em uma 

sequência randomizada com período de washout de 1 semana entre as soluções. 

Amostras de biofilme das próteses foram obtidas antes e após cada tratamento e o 

material microbiológico foi diluído e plaqueado em meio seletivo para Candida spp. A 
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contagem de unidades formadoras de colônias (UFC/mL) foi realizada em cada grupo. 

A maior incidência observada foi para C. albicans, que apresentou frequência entre 

66% e 92%, seguida de C. tropicalis, com frequência entre 7% e 33%, em todos os 

grupos experimentais. O hipoclorito de sódio foi capaz de reduzir mais de 3 logs de 

microrganismos para todos os pacientes, mostrando alta eficácia antifúngica para as 

espécies C albicans e C tropicalis. Em relação aos grupos experimentais, ambos os 

sabonetes líquidos (Dettol e Lifebuoy®) foram eficazes na redução dos dois tipos de 

microrganismos. Concluiu-se que os sabonetes líquidos foram eficazes na redução do 

biofilme e podem ser uma alternativa para desinfecção de próteses removíveis 

parciais ou totais. 
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4 MATERIAL E MÉTODO 

 
Este trabalho foi dividido em dois estudos laboratoriais in vitro. No Estudo I, 

foram testadas as seguintes soluções: solução de sabonete líquido desinfetante 

Lifebuoy® 0,78%, como grupo experimental, hipoclorito de sódio a 0,5%, como 

controle positivo, e solução salina (PBS), como controle negativo. Nesse estudo dois 

protocolos foram avaliados: o protocolo de prevenção, onde realizamos imersões das 

amostras de resina de base e de resina reembasadora de próteses nas soluções em 

diferentes períodos, e analisamos a influência dessas imersões na formação de 

biofilmes, simples e misto; e o protocolo de desinfecção, utilizamos as mesmas 

soluções para analisar a influência delas em remover os biofilmes (simples e misto) 

pré-formados nas amostras. No Estudo II, foi avaliada a efetividade de uma solução 

de extrato de Cryptocarya moschatta, como protocolo de tratamento para a 

estomatite protética. Para esse protocolo utilizou-se a solução do extrato de C. 

moschatta a 0,045g/mL, como grupo experimetnal, a solução de nistatina 100.000 

IU/mL e a solução de antibiótico Penicilina 10000 Units/mL como controles positivos, 

e a solução de PBS como controle negativo. Foi realizado a formação dos biofilmes 

simples e misto de C. albicans e S. mutans sobre as amostras de resina de base e 

resina reembasadora de próteses, e depois colocadas em imersão por 2 horas nas 

soluções para posterior avaliação dos resultados. 

A metodologia foi desenvolvida no laboratório de Microbiologia Aplicada da 

Faculdade de Odontologia de Araraquara. Os procedimentos laboratoriais foram 

realizados por dois operadores dentro do grupo de pesquisa, para ter um maior 

controle das possíveis variações. 

 
4.1 Estudo I 

Neste estudo foi avaliada a ação das soluções desinfetantes sobre os biofilmes 

simples e mistos de C. albicans e S. mutans em amostras de resina de base e de 

reembasador rígido. Foram realizados dois protocolos. O protocolo de prevenção, 

onde as amostras foram imersas em diferentes períodos nas soluções avaliadas, e o 

biofilme foi formado após cada tempo, e então analisamos a influência dessas 

soluções. E no segundo protocolo a capacidade de remoção dos biofilmes formados 

sobre as amostras foi avaliada (protocolo de desinfecção). 
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4.1.1 Diluição do sabonete Lifebuoy® para determinação  da Concentração 
Inibitória Mínima (CIM) 

 
Para a realização da diluição do sabonete, foram utilizados 12 ependorfs. No 

1º eppendorf foram colocados 1400 µL do sabonete já diluído em 50% (50% sabonete 

+ 50% de solução salina), no 2º eppendorf até o 12º eppendorf foram colocados 700 

µL do de solução salina. O sabonete foi sendo diluído retirando-se 700 µL de solução 

do 1º eppendorf para o 2º, e novamente do 2º eppendorf para o 3º e assim 

sucessivamente até o 12º54. 

 
4.1.2 Determinação da Concentração Inibitória Mínima da solução de Lifebuoy® 

A concentração inibitória mínima foi realizada após a reativação dos 

microrganismos. As cepas Candida albicans (ATCC® 5043) e Streptococcus mutans 

(UA159 ATCC 700610), estavam armazenadas em freezer -80 ºC. Previamente aos 

experimentos, as cepas foram descongeladas e semeadas individualmente por meio 

da técnica de esgotamento em quadrante em um dos seguintes meios de cultura 

sólidos: Sabouraud Dextrose Agar com 5 mg/mL de cloranfenicol (SDA, Acumedia 

Manufacturers Inc., Baltimore, MD, USA) para C. albicans (incubação a 37ºC em 

estufa aeróbia por 48 horas) e Mitis Salivaris Agar (MSA, Difco, Laboratories, Detroit, 

MI, USA) suplementado com 15% de sacarose e 0,2 UI/mL de bacitracina (MSB) para 

S. mutans (incubação em estufa de CO2 5% a 37ºC durante o mesmo período de 

tempo). 

Em seguida, com uma alça descartável estéril, em tubo com 10 mL de Yeast 

Nitrogen Base (YNB), foram inoculadas 05 colônias de C. albicans, e em outro tubo 

contendo 10 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) suplementado com 1% de glicose, 

foram inoculadas 10 colônias de S. mutans. Os tubos foram incubados overnight (16- 

18 horas) em estufa aeróbia (C. albicans) ou de CO2 5% (S. mutans) a 37ºC e, assim, 

o pré-inóculo foi formado. Após esse período, os pré-inóculos foram diluídos em duas 

razões (1:10 e 1:20) para realização do inóculo. Sendo assim, para diluir na razão de 

1:20, 500 μL do pré-inóculo, foram pipetados em um tubo com 9,5 mL de meio líquido 

para cada microrganismo. Na diluição na razão de 1:10, 1000 μL do pré-inóculo foram 

pipetados em um tudo de 9,0 mL dos mesmos meios líquidos. Alíquotas de 1 mL das 

diluições foram transferidas para cubetas, que foram levadas ao espectrofotômetro, 

onde foi lida a densidade óptica (DO) das diluições (a primeira leitura foi denominada 
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de DO0, e os comprimentos de onda utilizados foram de 540 nm para o fungo e 600 

nm para a bactéria). Os tubos foram incubados em estufa aeróbia a 37ºC (C. albicans) 

e em estufa de CO2 5% a 37ºC (S. mutans) para o crescimento dos microrganismos 

até suas fases de mid-log das curvas de crescimento pré-estabelecidas (Figura 1 e 2). 

Após o período de 4 e 8 horas de incubação, as DOs de S. mutans e C. albicans foram 

verificadas, respectivamente. Confirmado o crescimento dos microrganismos, o tubo 

foi levado à centrifuga por 5 minutos para formação de “pellet”. Em seguida, foi lavado 

com PBS, levado novamente para centrífuga e novamente lavado com PBS. Após as 

duas lavagens os microrganismos foram suspendidos novamente no meio RPMI 

suplementado com HEPES. 

Utilizando uma placa de 96 poços para cada microrganismos, foram colocados 

200 µL das diluições do sabonete em cada poço, em triplicata. Além disso, também 

em triplicada, foram acrescentados aos orifícios da placa os seguintes grupos: meio 

RPMI (meio RPMI no qual foi adicionado o microrganismo), sabonete e nistatina. 

Então, foi feita a leitura inicial no leitor de Eliza dos resultados sem o microrganismo. 

Posteriormente, 10 µL do inóculo contendo os microrganismos foram 

adicionadas nos poços da placa (com exceção do controle de meio RPMI e do controle 

do sabonete). Em seguida, nova leitura no leitor de Elisa foi realizada. A placa de 96 

poços foi então armazenada em estufa específica para cada microrganismo por 24 

horas. Após este período, nova leitura em Elisa foi feita. O crescimento de 

microrganismo em cada poço foi visualmente analisado. Os poços nos quais o 

crescimento não foi observado foram plaqueados para determinação da Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) e levados a estufa por 24 horas. Passando esse período, foi 

realizada a contagem das unidades formadoras de colônias nas placas. A CIM foi 

confirmada no poço onde não houve crescimento de microrganismo após o 

plaqueamento. 
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Figura 1 - Curva de crescimento de C. albicans 

Fonte: Protocolo laboratório de Microbiologia Aplicada da FOAr-UNESP 

 
 
 
 
 

Figura 2 - Curva de crescimento de S. mutans 

Fonte: Protocolo laboratório de Microbiologia Aplicada da FOAr-UNESP 
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4.1.3 Confecção das amostras 

Os corpos de prova da resina acrílica para base de próteses Vipi Wave (Vipi 

Produtos Odontológicos, Pirassununga, SP, Brasil) foram confeccionados a partir de 

matrizes metálicas com 14 mm de diâmetro e 1,2 mm de espessura. Primeiramente, 

as matrizes metálicas foram colocadas em mufla própria para micro-ondas, entre duas 

placas de vidro. Essas placas foram previamente jateadas com óxido de alumínio para 

padronizar a rugosidade da superfície das amostras em aproximadamente 3,0 μm99, 

simulando a superfície interna das próteses. Posteriormente, a resina acrílica para 

base de próteses foi manipulada de acordo com as instruções do fabricante em uma 

proporção de 14,6 g de pó com 6,5 mL de líquido, e a matriz foi, então, preenchida 

com a resina acrílica na fase plástica. A mufla foi levada à prensa hidráulica, a 

prensagem da resina acrílica foi realizada aplicando-se cargas graduais de 0,5, 0,8 e 

1,25 tonelada-força (tnf). Nessa última carga, a mufla foi mantida sob a prensa por 

cerca de 30 minutos e fechada com auxílio de parafusos próprios100. 

Em seguida, os corpos de prova foram polimerizados em um forno de micro- 

ondas doméstico 500W (Brastemp da Amazônia SA, Manaus, AM, Brasil) por 20 

minutos com potência de 20%, seguido por 5 minutos com potência de 80% (de acordo 

com as recomendações do fabricante). As muflas foram colocadas em bancada 

durante a noite para o resfriamento. Após a demuflagem, os excessos das amostras 

foram removidos com uma ponta Maxi-Cut (Lesfils de August Malleifer SA, Ballaigues, 

Suiça). Após a remoção dos excessos, todos os corpos de prova foram lavados em 

banho de ultrassom utilizando água destilada durante 15 minutos para remover os 

resíduos decorrentes do processo de confecção das amostras. Posteriormente, as 

amostras foram armazenadas por 48 horas a 37 ºC. 

Os corpos de prova do reembasador rígido Reembasador New Truliner 

(Bosworth) foram confeccionados, a partir de matrizes metálicas vazadas, em forma 

de discos contendo no seu interior um orifício medindo 14 mm de diâmetro e 1,2 mm 

de espessura. O material foi proporcionado e manipulado de acordo com instruções 

dos fabricantes. Após a manipulação, os materiais foram inseridos nas matrizes 

vazadas e prensados manualmente entre duas placas de vidro até o término da 

polimerização. As placas de vidro foram previamente jateadas com óxido de alumínio 

para padronizar a rugosidade da superfície das amostras em aproximadamente 3,0 

µm99. Todas as amostras foram polimerizadas à temperatura ambiente para simular 
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um processo de reembasamento direto101. Para a remoção das amostras, um êmbolo 

foi posicionado na matriz de forma a deslocar o corpo de prova. Finalmente, o excesso 

de material de cada amostra foi recortado com tesoura. Posteriormente, as amostras 

foram armazenadas por 48 horas a 37 ºC. Previamente aos testes microbiológicos, as 

amostras de resina acrílica e reembasador rígido foram expostas a luz ultravioleta sob 

condições secas durante 20 minutos (de cada lado) para desinfecção102-105. Este 

procedimento foi adotado por preservar as propriedades da resina acrílica. Os ensaios 

descreitos a seguir foram realizados em triplicata (3 amostras de cada resina e para 

cada teste), em 3 ocasiões diferentes, perfazendo um total de 9 amostras por ensaio 

(n=9). 

 
4.1.4 Medida da rugosidade superficial para padronização das amostras 

Logo após a confecção, os corpos de prova foram lavados em banho de 

ultrassom, utilizando água destilada, durante 15 minutos, para remoção dos resíduos 

durante o processo de confecção e, em seguida, a rugosidade superficial foi 

mensurada com o intuito de padronizar as amostras e homogeneizar os grupos. Os 

corpos de prova foram submetidos à leitura da rugosidade superficial (Ra) por meio 

da utilização de um rugosímetro (Surftest SJ-401, Mitutoyo Sul Americana Ltda, Santo 

Amaro, SP) com precisão de 0,01 μm. Três leituras para cada amostra foram 

realizadas, para obter a média. Foram selecionados para os testes microbiológicos, 

as amostras com rugosidade entre 2,7 e 3,7 μm106. 

 
4.1.5 Grupos experimentais 

Os corpos de prova da resina acrílica para base de próteses e do reembasador 

rígido foram divididos em grupos experimentais (n=9) de acordo com os seguintes 

protocolos de prevenção e desinfecção: 

G1: imersão em solução de sabonete líquido desinfetante por 7, 14 e 28 dias 

(por 8 horas a temperatura ambiente, simulando a desinfecção noturna das próteses, 

seguido de imersão em PBS por mais 16 horas à 37 ºC, sendo a solução desinfetante 

e o PBS trocados diariamente) antes da formação dos biofilmes simples e misto; 

G2: imersão em solução de hipoclorito de sódio 0,5% (controle positivo) por 7, 

14 e 28 dias (por 8 horas a temperatura ambiente, simulando a desinfecção noturna 

das próteses, seguido de imersão em PBS por mais 16 horas à 37 ºC, sendo a solução 
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desinfetante e o PBS trocados diariamente) antes da formação dos biofilmes simples 

e misto; 

G3: imersão em PBS (controle negativo) por 7, 14 e 28 dias (por 8 horas a 

temperatura ambiente, seguido da troca após 16 horas, à 37 ºC) antes da formação 

dos biofilmes simples e misto; 

G4: imersão em solução de sabonete líquido desinfetante por 8 horas depois 

da formação dos biofilmes simples e misto; 

G5: imersão em solução de solução de hipoclorito de sódio 0,5% (controle 

positivo) por 8 horas depois da formação dos biofilmes simples e misto; 

G6: imersão em água destilada (controle negativo) por 8 horas a temperatura 

ambiente, após a formação dos biofilmes simples e misto. 

 
4.1.6 Solução de sabonete líquido desinfetante 

A escolha do sabonete líquido desinfetante e a sua concentração foram 

selecionadas de acordo com estudos prévios54-56. Assim, o efeito dos protocolos de 

prevenção e desinfecção utilizando-se o sabonete líquido Lifebuoy®, na concentração 

de 10 vezes encontradas no CIM (0,78%)54 foi avaliado. A composição do sabonete 

se apresenta na Tabela 1. 

 
Tabela 1 - Composição do sabonete antisséptico Lifebuoy® segundo os fabricantes 

Fonte: Elaboração própria. 
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4.1.7 Capacidade de formação de biofilme (método de prevenção) 

Para a análise da capacidade de formação de biofilme sobre as amostras 

previamente desinfetadas, primeiramente, os microrganismos foram reativados de 

acordo com metodologia descrita anteriormente, bem como foram feitos os inóculos e 

pré-inóculos (item 4.1.2). Os tubos contendo os microrganismos foram levados à 

centrifuga por 5 minutos para formação do “pellet”. Em seguida, o “pellet” foi lavado 

com PBS (phosphate-buffered saline) duas vezes. Após as duas lavagens, os 

microrganismos foram ressuspendidos em meio RPMI-1640. Posteriormente, a 

densidade óptica da suspensão foi medida e normalizada para uma concentração de 

1x106 células/mL107, a qual foi utilizada nos ensaios descritos a seguir. 

Após os períodos de imersão, de acordo com os grupos experimentais, as 

amostras de resina acrílica para base e reembasamento de próteses foram colocadas, 

individualmente, em orifícios de uma placa de 24 orifícios. Alíquotas de 750 µL da 

suspensão dos microrganismos (biofilmes simples) ou 1,5 µL das suspensões 

somadas de cada microrganismo (biofilme misto) preparadas previamente foram 

transferidas para os orifícios da placa de cultura, a qual foi incubada em estufa de 

crescimento com 5% de CO2 a 37°C, durante 90 minutos, que correspondem à fase 

de adesão do biofilme. Após esse tempo, os poços das placas foram lavados duas 

vezes com solução tampão de fosfato (PBS) estéril. Em seguida, BHI caldo 

suplementado 1% de glicose foi adicionado como meio de cultura, então a placa foi 

levada a estufa de crescimento com 5% de CO2 a 37°C. Após 24 horas, metade do 

meio foi retirado dos orifícios das placas e o mesmo volume de meio de cultura novo 

foi adicionado para os biofilmes de maneira a repor nutrientes consumidos pelos 

microrganismos, e as placas foram levadas novamente à estufa de crescimento por 

mais 24 horas, totalizando um tempo de formação do biofilme de 48 horas. 

 
4.1.8 Capacidade de redução de biofilme (método de desinfecção) 

Semelhante ao teste de capacidade de formação de biofilme, foi realizada a 

etapa de reativação dos microrganismos e feitos os pré-inóculos e o inóculos, da 

mesma maneira como descrito na fase de determinação das concentrações inibitórias 

mínimas (item 4.1.2). 
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Primeiramente, para realização da desinfecção superficial, os corpos de prova 

(n=9) foram lavados em ultrassom por 20 minutos e colocados sobre um papel 

alumínio no fluxo laminar, sob luz ultravioleta, por mais 20 minutos de cada lado. 

Após a desinfecção, as amostras foram individualmente colocadas em uma 

placa de 24 poços. Sobre as amostras, foram adicionados 750 uL de meio RPMI e 

750 uL de alíquota do inóculo de C. albicans, para a formação de biofilme simples de 

C. albicans. Para a formação do biofilme simples de S. mutans, foram colocados sobre 

as amostras 750 uL de meio RPMI e 750 uL da alíquota do inóculo de S. mutans. Para 

a formação do biofilme misto, foram colocados 750 uL da alíquota do inóculo de C. 

albicans e 750 uL da alíquota do inóculo de S. mutans. Então, todas as placas foram 

incubadas por 90 minutos em estufas específicas para a fase de adesão das células. 

Após esse tempo, removeu-se todo o conteúdo dos poços das placas e os 

mesmos foram lavados duas vezes com 1500 uL de PBS para remoção das células 

não aderidas aos corpos de prova. Adicionou-se 1500 ul de meio RPMI novo, e então 

as placas foram novamente incubadas para a maturação dos biofilmes por 48 horas 

(sendo o meio RPMI renovado após 24 horas). 

O sabonete foi diluído em solução salina nas suas devidas concentrações 

inibitórias mínimas (CIM), e após as 48 horas de maturação do biofilme a placa foi 

removida da estufa e o meio de todos os poços retirados, lavados três vezes com 

solução PBS, e então colocadas as soluções de acordo com os grupos experimentais 

de desinfecção sendo: PBS (controle negativo), hipoclorito a 0,5% (controle positivo) 

e a solução de Lifebuoy® ® 10x a concentração inibitória mínima. Os corpos de prova 

ficaram imersos com as soluções por 8 horas em estufa de crescimento, simulando a 

desinfecção noturna das próteses. 

 
4.1.9 Contagem de Unidades Formadoras de Colônias (UFC) 

Após os procedimentos realizados nos itens 4.1.7 e 4.1.8, cada poço da placa 

foi lavado duas vezes com PBS e todos os corpos de prova foram removidos dos 

poços contaminados e transferidas para uma nova placa com o poço contendo 150 

uL de solução salina estéril. Em seguida, os corpos de prova foram raspados com 

ponta de pipeta estéril por 1 minuto, para desprender o biofilme formado. 

Posteriormente, foram realizadas 4 diluições a partir desta solução resultante. Para 

isso, uma alíquota de 100 µL da solução resultante foi pipetada e transferida para um 
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eppendorf contendo 900 uL de solução salina estéril. Este último tubo foi 

agitado vigorosamente em agitador de tubos e uma nova alíquota de 100 µL foi 

removida do mesmo e colocada em outro eppendorf contendo 900 uL de solução 

salina. Esse procedimento foi realizado três vezes para cada corpo de prova e, desta 

forma, as diluições seriadas de 10-1 a 10-4 foram obtidas. Essas diluições foram 

utilizadas para semeadura nas placas de Petri contendo o meio de cultura Sabouraud 

Dextrose Agar com 5 µg/mL de cloranfenicol. 

Foram pipetados 25 µL da diluição 10-3 e da diluição de 10-4 na placa de Petri. 

Após 48 horas de incubação a 37°C, as placas de Petri foram submetidas a contagem 

de colônias da forma padrão. A quantificação das colônias foi realizada e os números 

de unidades formadoras de colônias foram calculados utilizando-se a seguinte 

fórmula: UFC/mL = Número de colônias x 10n /q. Nessa fórmula, n equivale ao valor 

absoluto da diluição escolhida e q equivale à quantidade, em mL, semeada de cada 

diluição nas placas. 

 
4.1.10 Avaliação do metabolismo celular por meio do teste Alamar Blue® 

O metabolismo celular do biofilme de C. albicans, S. mutans, e do biofilme 

misto, após os procedimentos de prevenção e desinfecção, foi avaliado usando o teste 

Alamar Blue®, uma técnica que mede a viabilidade celular por meio da atividade das 

enzimas mitocondriais. A mudança de cor no teste representa a atividade metabólica 

do biofilme. Para avaliar a atividade das enzimas mitocondriais no procedimento de 

prevenção, após a formação dos biofilmes as amostras foram lavadas 2 vezes com 

PBS e foram colocados 1500 µL meio de cultura novo em cada orifício da placa. Em 

seguida, foram acrescentados 150 µL de solução de Alamar Blue®. Para avaliar a 

atividade após o procedimento de desinfecção a solução de Alamar Blue® foi 

colocado da mesma maneira logo após 8 horas de imersão das amostras nas soluções 

(n=9). 

As placas foram, então, colocadas nas estufas específicas a 37°C. Após 4 

horas foi realizada a leitura de fluorescência. A fluorescência foi medida usando 

Fluoroskan Ascent a 560 nm (A560) e 590 nm (A590). 
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4.2 Estudo II 

Neste estudo foi avaliado o efeito do protocolo de tratamento com extrado de 

Cryptocarya moschatta sobre os biofilmes simples e misto de C. albicans e S. mutans 

formados sobre amostras de resinas acrílicas de base e reembasador rígido. 

 
4.2.1 Confecção das amostras 

Amostras das resinas acrílicas para base e reembasamento de próteses foram 

confeccionadas como descrito no item 4.1.3 do Estudo I. 

 
4.2.2 Grupos experimentais 

Após a confecção e armazenamento por 48 horas, as amostras de ambas as 

resinas foram distribuídas em grupos de acordo com o protocolo de tratamento (n=9), 

como a seguir: 

G7: tratamento superficial com solução de extrato de Cryptocarya moschatta 

depois da formação do biofilme, por 2 horas; 

G8: tratamento com solução de Nistatina a 100.000 ui/mL (controle positivo) 

depois da formação do biofilme, por 2 horas; 

G9: tratamento com solução de antibiótico Penicilina 100000 Units/mL (controle 

positivo) depois da formação do biofilme, por 2 horas; 

G10: tratamento solução de tampão fosfato-salino (PBS: controle negativo) 

depois da formação do biofilme, por 2 horas. 

Para cada grupo descrito acima, foram realizadas análises para os biofilmes 

simples e misto de Candida albicans e Streptococcus mutans. 

 
4.2.3 Preparo das soluções 

Na região sudeste do Brasil, mais especificamente na região de Mata Atlântica, 

são encontradas sete espécies de Cryptocarya. O estudo proposto se concentrou na 

avaliação dos extratos da Cryptocarya moschatta, estudada pelo Prof. Alberto J. 

Cavalheiro e colaboradores. O Dr. Cavalheiro se dedica ao estudo químico desse 

gênero desde 200032. A coleta de C. moschatta foi realizada no Parque Estadual da 

Serra do Mar, Núcleo Picinguaba, Ubatuba - SP. As amostras coletadas foram secas 

em estufa com ventilação e renovação de ar, por 48 horas, na temperatura de 40 ºC. 

Em seguida, foram pulverizadas em moinho de facas34. 
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Os extratos vegetais foram preparados por sonicação (UAE – extração 

assistida por ultrassom) do material vegetal com solvente hidroalcoólico (água e 

etanol). Foram realizadas três extrações com o solvente, por sonicação, durante 20 

minutos cada, de forma a obter-se extratos, utilizando proporção 1:10 (wt v-1) de 

matéria-prima: solvente. Depois, o extrato foi filtrado e concentrado com eliminação 

do solvente por liofilização. Os extratos brutos foram pesados e aliquotados para 

posteriormente serem diluídos em água com etanol nas proporções de interesse 

(Bandeira 26 et al., 2009, modificado). 

 
4.2.4 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração 

Fungicida Mínima (CFM) para as células planctônicas 
 

A determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi realizada em 

placas de cultura de 96 poços, de acordo com o protocolo recomendado pela Clinical 

and Laboratory Standards Institute (CLSI 51). Os valores foram determinados pela 

incubação estática das suspenções do microrganismo, por 24 horas à 37oC, expostos 

às diferentes concentrações da planta medicinal avaliada neste estudo (Cryptocarya 

moschatta a 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25% 3,12%, 1,56%, 0,78%). Após 24 horas 

de contato, o valor da CIM foi dado pela menor concentração do extrato em mg/mL-1, 

capaz de impedir o crescimento microbiano, observado pela turvação visual ou não 

do meio de cultura. A seguir, uma alíquota de cada orifício da placa foi diluída e 

plaqueada para a determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM) por meio 

da contagem do número de colônias viáveis, sendo o valor da CFM determinado como 

a menor concentração do extrato em estudo capaz de causar a morte do inóculo. As 

análises foram realizadas em triplicata em 3 ocasiões distintas. 

 
4.2.5 Determinação da Concentração Fungicida Mínima das células em biofilme 

(CFMb) 
 

Primeiramente, biofilmes simples e misto (48 horas), de ambos os 

microrganismos, foram formados em fundo de placa (96 orifícios), como descrito 

anteriormente. Após 48 horas, o meio foi aspirado e as células não aderentes foram 

removidas por lavagem dos biofilmes duas vezes com tampão PBS estéril. Após a 

formação do biofilme, foi adicionado a cada orifício da placa 200 μL das soluções de 

extratos de Cryptocarya sp em diferentes concentrações, partindo da concentração 
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do CIM para células planctônicas e aumentando a cada orifício gradativamente em 5x, 

10x, 15x, até a concentração máxima possível (100%). Essas soluções foram 

mantidas em contato com o biofilme por um período de 24 horas à 37 °C. 

Após o período de incubação, a CFMb foi determinada como sendo a menor 

concentração capaz de inibir o crescimento do biofilme, que foi observado pelo 

método de contagem de unidades formadoras de colônias. As análises foram 

realizadas em triplicata em 3 ocasiões distintas.38
 

 
4.2.6 Efeito do protocolo de tratamento sobre os biofilmes 

Para avaliação do efeito do protocolo de tratamento com Cryptocarya 

moschatta sobre os biofilmes simples e misto de C. albicans e S. mutans, os 

microrganismos foram reativados e colocados sobre as amostras de resinas como 

descrito nos itens 4.1.2 e 4.1.8 do Estudo I. Posteriormente, os biofilmes foram 

tratados de acordo com os grupos experimentais (item 4.2.2). 

Após o tempo de contato com as substâncias, o efeito do protocolo de 

tratamento sobre os biofilmes foi avaliado por meio da utilização dos seguintes testes: 

contagem do número de colônias viáveis (UFC/mL), avaliação do metabolismo celular 

por meio do teste AlamarBlue®, avaliação dos componentes proteicos da matriz do 

biofilme por meio de Microscopia de Fluorescência Confocal e Microscopia de 

Varredura Confocal a Laser (MVCL). 

 
4.2.7 Contagem do número de colônias viáveis (UFC) 

As células de cada biofilme (simples e misto) foram desprendidas das amostras 

por meio de raspagem com o cell scraper durante 1 minuto. Em seguida essa 

suspensão do biofilme foi transferida para tubo com 900 μL com PBS. Posteriormente, o 

tubo foi agitado em agitador de bancada e 100 μL dessa solução foi transferida a um 

outro tubo contendo 900 μL de PBS realizando-se quatro diluições seriadas (1x104) 

para fungo e seis diluições (1x106) para bactéria. Alíquotas de 25 μL de cada uma 

dessas diluições foram semeadas em duplicata em placas de SDA, MSA para C. 

albicans e S. mutans, respectivamente, que foram incubadas a 37ºC por 48 horas. 

Após esse período, as colônias foram contadas e os números de unidades 

formadoras de colônias por mililitro (UFC/mL) foram calculados utilizando a fórmula: 

UFC/mL = Número de colônias x 10n / q. Nessa fórmula, n equivale ao valor absoluto 
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da diluição escolhida e q equivale à quantidade, em mL, semeada de cada diluição 

nas placas. Os procedimentos foram realizados em triplicata em 3 ocasiões distintas 

(n=9). 

 
4.2.8 Avaliação do metabolismo celular por meio do teste AlamarBlue® 

O metabolismo celular dos biofilmes simples e misto também foi monitorado 

usando o teste AlamarBlue®. Após a fase de adesão dos microrganismos sobre as 

amostras de resina, o biofilme foi lavado 2 vezes com PBS e, sobre as amostras, 

foram colocados 1500 μL meio de cultura novo em cada orifício da placa. Em seguida, 

foram acrescentados 150 μL de solução de AlamarBlue®. As placas foram, então, 

colocadas na incubadora de agitação orbital a 37°C e 76 rpm. Após 4 horas foi 

realizada a primeira leitura e 24 horas depois foi realizada a segunda leitura de 

fluorescência. A fluorescência das amostras foi medida usando Fluoroskan Ascent 

(Fluoroskan Ascent Fl, Thermo Fisher Scientific, Marietta, Ohio, USA) a 560 nm (A560) 

e 590 nm (A590). Os procedimentos foram realizados em triplicata em 3 ocasiões 

distintas (n=9). 

 
4.2.9 Avaliação dos componentes proteicos da matriz do biofilme por meio de 

Microscopia de Fluorescência Confocal 
 

O dano nos componentes proteicos da matriz foi avaliado qualitativamente e 

quantitativamente utilizando o microscópio de fluorescência confocal (Carl Zeiss LSM 

800 com Airyscan) e o Software ZEN BLUE 2.3 System. As amostras foram divididas 

em 12 slices, com ganho de 780 V e abertura de pinhole de 2,30 AU/ 85 µm. Para 

realização do ensaio, os biofilmes foram formados sobre as amostras de resina de 

base e reembasador e tratados conforme descrito anteriormente (item 4.2 do estudo 

II), de acordo com seus grupos experimentais. Após os tratamentos, os biofilmes 

foram lavados duas vezes com tampão PBS (200 µL) e posteriormente, 100 µL da 

solução de SYPRO® Ruby Biofilm Matrix Stain (Invitrogen™) foi adicionada em cada 

poço. As placas foram incubadas em anaerobiose a 37ºC durante 30 minutos, 

protegidas da luz. Após esse período, o marcador foi retirado das amostras, e em cada 

poço foram adicionados 100 µL do tampão PBS. A seguir, as amostras foram 

visualizadas no Microscópio de Fluorescência Confocal (excitação: 488 nm; detecção: 
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700 nm). Foram analisados campos equidistantes de uma mesma amostra e os poços 

foram analisados em objetiva de 10x de aumento. 

 
4.2.10 Avaliação da viabilidade celular por meio de Microscopia de Varredura 

Confocal a Laser (MVCL) 

 
Para este teste, os biofilmes foram formados sobre os corpos de prova, 

posicionados em placas de cultura de 24 orifícios, como descrito no item 4.1.8 do 

Estudo I (n=2). Posteriormente foram adicionados 10 mL de solução salina contendo 

2 mL de corante Live/Dead (Molecular Probes, Eugene, OR, USA), contendo SYTO-9 

e PropidiumIodide (PI) (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, USA) sobre as amostras. 

As placas com e sem os corpos de prova foram, então, incubadas por 15 

minutos no escuro. A máxima excitação e emissão utilizada foi de aproximadamente 

480/500 nm para SYTO-9 e 490/635 nm para PI. Posteriormente, imagens foram 

obtidas com um microscópio de fluorescência confocal (Carl Zeiss LSM 800 com 

Airyscan), sendo as células vivas coradas em verde e as mortas em vermelho. 

 
 

4.2.11 Análise estatística 

Os valores de UFC/mL são extremamente elevados e, por isso, considerados de difícil 

avaliação. Assim, as contagens de microrganismos, em UFC/mL, foram 

transformadas em logaritmo (log10) para fins de análise estatística. Os dados foram 

analisados estatisticamente usando os testes de ANOVA e pós-teste de Tukey. Para 

o teste Alamar Blue® os resultados foram submetidos à análise de variância de 2 

fatores (solução e tempo). O nível de significância foi estabelecido em 5%. 
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5 RESULTADOS 

 
Os resultados são apresentados de acordo com os Estudos I e II. 

 
 

5.1 Estudo I 
 

A seguir estão descritos os resultados obtidos para os protocolos de prevenção 

e desinfecção realizados por meio da utilização de soluções desinfetantes sobre os 

biofilmes simples e misto de C. albicans e S. mutans formados em amostras de resinas 

acrílicas de base e reembasamento de próteses. 

 
5.1.1 Determinação da Concentração Inibitória Mínima da solução de Lifebuoy® 

O teste para confirmação e análise de CIM foi realizado para as células 

planctônicas dos microrganismos C. albicans e S. mutans, em três ocasiões distintas. 

Para o microrganismo Candida albicans, a CIM da solução do sabonete 

Lifebuoy® foi encontrado na diluição 7, que se encontrava a 0,78% da concentração 

total do sabonete. Para o microrganismo S. mutans, a CIM foi encontrada na diluição 

9, referente a 0,195 % da concentração do sabonete. Como também utilizamos a 

solução para o biofilme misto (C. albicans e S. mutans), selecionamos a concentração 

utilizada de 0,78% para ambos os microrganismos. 

 

Figura 3 - Resultados em porcentagem das CIMs para C. albicans e S. mutans 

Fonte: Elaboração própria. 
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5.1.2 Capacidade de formação dos biofilmes simples e misto sobre resinas para 
base e reembasamento de próteses após imersão em soluções 
desinfetantes, como método de prevenção 

 
A contagem de UFC/mL (em logaritmos) foi avaliada por meio de análise de 

variância de 3 fatores (tempo, tipo de biofilme e solução). Os resultados mostraram 

interação significativa (p<0.0001) entre o tempo de imersão e o tipo de biofilme 

(simples e misto) em relação à UFC/mL de C. albicans sobre as amostras de resinas 

de base e reembasamento de próteses (Figuras de 4 a 7). 

As Figuras 4 e 5 mostram os valores de viabilidade de C. albicans. (log10 

UFC/mL) sobre as amostras de resina de base e reembasamento de próteses. 

Observa-se que, em todos os tempos, não houve diferença estatística entre os grupos 

hipoclorito de sódio e Lifebuoy® em relação a formação do biofilme. Além disso, esses 

dois grupos foram significativamente diferentes do grupo PBS, com exceção do 7° dia. 

Esses achados mostram a efetividade do sabonete Lifebuoy®, o qual mostrou 

resultados semelhantes ao grupo controle positivo (hipoclorito de sódio 0,5%). 

 
Figura 4 - Resultados do crescimento de C. albicans (biofilmes simples e misto) sobre as 

amostras de resina para base de prótese após imersão nas diferentes soluções 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 5 - Resultados do crescimento de C. albicans (biofilmes simples e misto) sobre as 
  amostras de reembasador após imersão nas diferentes soluções 
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Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 

A Figura 6 apresenta os resultados do crescimento de S. mutans (biofilmes 

simples e misto) sobre as amostras de resina para base de prótese após imersão nas 

diferentes soluções. Observa-se maior redução de viabilidade microbiana (S. mutans) 

para o grupo Lifebuoy® após 14 dias de imersão, independentemente do tipo de 

biofilme (simples ou misto). Não houve diferença estatisticamente significante entre 

os grupos Lifebuoy® e hipoclorito para todos os tempos, exceto para o 7° dia de 

imersão, para ambos os biofilmes (simples e duplo), mostrando também a efetividade 

do sabonete em relação a S. mutans. 

 
Figura 6 - Resultados do crescimento de S. mutans (biofilmes simples e misto) sobre as 

amostras de resina para base de prótese após imersão nas diferentes soluções 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 
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A Figura 7 mostra os resultados do crescimento de S. mutans (biofilmes simples 

e misto) sobre as amostras de reembasador após imersão nas diferentes soluções. 

Pode-se observar maior redução de viabilidade microbiana para biofilme simples de 

S. mutans para o grupo hipoclorito no 28° dia de imersão, sendo esse grupo diferente 

estatisticamente de todos os outros grupos para todas as condições avaliadas. Para 

esse mesmo período de imersão foi observado diferença estatística significativa entre 

os grupos hipoclorito e Lifebuoy® para biofilme simples e duplo de S. mutans. Além 

disso, é importante destacar que, para a maioria dos tempos de imersão, houve 

diferença estatisticamente significante entre o grupo PBS e Lifebuoy®, com maior 

redução da viabilidade celular para o grupo Lifebuoy®. 

 
Figura 7 - Resultados do crescimento de S. mutans (biofilmes simples e misto) sobre as 

amostras de reembasador após imersão nas diferentes soluções 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 

A capacidade de formação dos biofilmes simples e misto sobre resinas para 

base e reembasamento de próteses, após imersão em soluções desinfetantes, 

também foi avaliada por meio do teste Alamar Blue® e os resultados foram submetidos 

à análise de variância de 2 fatores (solução e tempo) (Figuras de 8 a 13). 

A Figura 8 mostra os resultados do metabolismo celular do biofilme simples de 

C. albicans formado sobre as amostras de resina de base de prótese após imersão 

nas diferentes soluções. Após análise dos resultados, foi observado interação 

significativa entre fatores (p<0,0001). Ambos os grupos, sabonete líquido Lifebuoy® e 

hipoclorito de sódio 0,5%, apresentaram diferença significativa em relação ao grupo 

PBS em todos os períodos de imersão avaliados. Os grupos de sabonete após 14 e 
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28 dias são semelhantes estatisticamente aos grupos de hipoclorito após 7, 14 e 28 

dias de imersão. 

 
Figura 8 - Resultados do metabolismo celular do biofilme simples de C. albicans formado 
sobre as amostras de resina de base de prótese após imersão nas diferentes soluções 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 

Em relação a Figura 9, observa-se que o grupo que apresentou maior redução 

microbiana de S. mutans foi o hipoclorito em 7 dias de imersão, sendo este grupo 

estatisticamente diferente de todos os outros avaliados. Ainda se nota que as 

reduções do grupo experimental, após 14 e 28 dias, são semelhantes estatisticamente 

em relação ao grupo hipoclorito. Tanto o hipoclorito como o sabonete reduziram o 

metabolismo celular. 

 
Figura 9 - Resultados do metabolismo celular do biofilme simples de S. mutans formado sobre 

as amostras de resina de base de prótese após imersão nas diferentes soluções 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 
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Em relação a Figura 10, observa-se interação significativa entre os fatores 

independentes (p<0,0001). Essa interação é evidenciada pelos diferentes tempos de 

imersão no grupo PBS, na qual todos os tempos foram significantemente distintos. 

Também se observa que os grupos experimentais (Lifebuoy®) e controle positivo 

(hipoclorito de sódio 0,5%) apresentaram maiores reduções de metabolismo 

microbiano quando comparados ao grupo PBS. 

 
Figura 10 - Resultados do metabolismo celular do biofilme misto formado sobre as amostras 
de resina de base de prótese após imersão nas diferentes soluções 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 

A Figura 11 mostra os resultados do metabolismo celular do biofilme simples 

de C. albicans formado sobre as amostras de reembasador após imersão nas 

diferentes soluções. Interação significativa entre os fatores independentes foi 

observada (p<0,0001). Ambos os grupos, experimental (Lifebuoy®) e controle positivo 

(hipoclorito de sódio 0,5%), apresentaram diferença significativa em relação ao grupo 

PBS em todos os períodos de imersão avaliados. Em relação ao tempo, o grupo 

experimental após 14 e 28 dias de imersão é semelhante, em significância estatística, 

ao grupo hipoclorito de sódio 0,5% após 7, 14 e 28 dias de imersão. 
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Figura 11 - Resultados do metabolismo celular do biofilme simples de C. albicans formado 
sobre as amostras de reembasador após imersão nas diferentes soluções 

 

Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 

Em relação a Figura 12, observa-se redução significativa do metabolismo 

celular para os grupos experimental (Lifebuoy®) e controle positivo (hipoclorito de 

sódio 0,5%) em relação ao PBS. Além disso, verifica-se que os grupos não 

apresentaram diferença significativa em relação ao tempo de imersão. 

 
Figura 12 - Resultados do metabolismo celular do biofilme simples de S. mutans formado 

sobre as amostras de reembasador após imersão nas diferentes soluções 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 

Em relação a figura 13, observa-se interação significativa entre os fatores 

independentes (p<0,0001). Ambos os grupos, experimental (Lifebuoy®) e controle 

positivo (hipoclorito de sódio 0,5%), apresentaram diferença significativa em relação 

ao grupo PBS em todos os períodos de imersão avaliados. Em relação ao tempo, o 

grupo experimental após 14 e 28 dias é semelhante, em significância estatística, ao 

grupo hipoclorito de sódio 0,5% após 7, 14 e 28 dias de imersão. Essa interação 
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significativa também é evidenciada nos diferentes tempos de imersão no grupo PBS, 

no qual todos os tempos são significantemente distintos entre si. 

 
Figura 13 - Resultados do metabolismo celular do biofilme misto formado sobre as amostras 
de reembasador após imersão nas diferentes soluções 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 

5.1.3 Capacidade de remoção dos biofilmes simples e misto sobre resinas 
acrílicas para base e reembasamento de próteses após imersão em 
solução de sabonete líquido desinfetante, como método de desinfecção 

 
Para a avaliação da capacidade de redução do biofilme simples de Candida 

albicans e Streptococcus mutans e do biofilme misto (C. albicans e S. mutans) as 

médias dos dados obtidos por meio da contagem de unidades formadoras de colônias 

(UFC/mL) foram convertidos para uma escala logarítmica de base 10 e submetidos à 

Anova de dois fatores (tipo de resina e solução). Em todas as análises estatísticas, 

houve diferença significativa entre os fatores (p<0,0001). A solução do sabonete 

líquido Lifebuoy® reduziu a quantidade de biofilme sobre as amostras de resina de 

base em torno de 3 logs em relação ao controle negativo, em relação a todos os tipos 

de biofilme. Já para o reembasador, houve uma redução em torno de 2 logs para todos 

os biofilmes (Figuras de 14 a 17). 

A Figura 14 apresenta os valores de UFC/mL das células de C. albicans 

(biofilme simples) formadas sobre as amostras, de ambas as resinas, e submetidas 

ao procedimento de desinfecção. Pode observar que o grupo controle positivo 

(hipoclorito de sódio 0,5%) reduziu totalmente os valores de UFC/mL de C. albicans. 
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Além disso, o grupo Lifebuoy® (também para ambas as resinas) apresentou- 

se diferente estatisticamente do grupo PBS, mostrando a efetividade da solução 

experimental. 

Figura 14 - Valores de UFC/mL das células de C. albicans (biofilme simples) formadas sobre 
as amostras (resina de base e reembasador) e submetidas ao procedimento de desinfecção 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 

Em relação ao biofilme simples de S. mutans (Figura 15), observa-se que o 

grupo controle positivo (hipoclorito de sódio 0,5%) reduziu totalmente os valores de 

UFC/mL de S. mutans. Além disso, o grupo Lifebuoy® apresentou-se diferente 

estatisticamente do grupo PBS, mostrando sua efetividade como agente de 

desinfecção. A redução foi maior na resina de base de prótese. 

 
Figura 15 - Valores de UFC/mL das células de S. mutans (biofilme simples) formadas sobre 
as amostras (resina de base e reembasador) e submetidas ao procedimento de desinfecção 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 
Fonte: Elaboração própria. 
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Em relação a C. albicans, em biofilme misto (Figura 16), observa-se que, 

semelhante aos demais tipos de biofilme, o grupo hipoclorito de sódio 0,5% reduziu 

totalmente os valores de UFC/mL. Além disso, o grupo Lifebuoy® apresentou-se 

diferente estatisticamente do grupo PBS em ambas as resinas. Também a redução foi 

maior para o biofilme formado sobre as amostras de resina de base. 

 
Figura 16 - Valores de UFC/mL das células de C. albicans, em biofilme misto, formadas sobre 
as amostras (resina de base e reembasador) e submetidas ao procedimento de desinfecção 

 

Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 

A Figura 17 apresenta os valores de UFC/mL das células de S. mutans, em 

biofilme misto, formadas sobre as amostras (resina de base e reembasador) e 

submetidas ao procedimento de desinfecção. Os mesmos resultados descritos para 

C. albicans em biofilme misto foram observados para S. mutans. Assim, o grupo 

hipoclorito de sódio 0,5% reduziu totalmente os valores de UFC/mL. Além disso, o 

grupo Lifebuoy® apresentou-se diferente estatisticamente do grupo PBS em ambas 

as resinas. Também a redução foi maior para o biofilme formado sobre as amostras 

de resina de base. 
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Figura 17 - Valores de UFC/mL das células de S. mutans, em biofilme misto, formadas sobre 
as amostras (resina de base e reembasador) e submetidas ao procedimento de desinfecção 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 

A capacidade de desinfecção dos biofilmes simples e misto sobre resinas para 

base e reembasamento de próteses também foi avaliada por meio do teste Alamar 

Blue® e os resultados foram submetidos à análise de variância one way (Figuras de 

18 a 23). As Figuras de 18 a 20 mostram os resultados do metabolismo celular dos 

biofilmes simples de C. albicans, S mutans e biofilme misto, respectivamente, 

formados sobre as amostras de resina de base de prótese após o protocolo de 

desinfecção. Após análise dos resultados, foi observado interação significativa entre 

fatores (p<0,0001). Ambos os grupos, sabonete líquido Lifebuoy® e Hipoclorito de 

sódio 0,5%, apresentaram diferença significativa em relação ao grupo PBS. 
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Figura 18 - Valores do metabolismo celular do biofilme simples de C. albicans, formado sobre 
amostras de resina de base de prótese submetidas ao procedimento de desinfecção 

 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 

Figura 19 - Valores do metabolismo celular do biofilme simples de S. mutans, formado sobre 
amostras de resina de base de prótese submetidas ao procedimento de desinfecção 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 20 - Valores do metabolismo celular do biofilme misto, formado sobre amostras de 
resina de base de prótese submetidas ao procedimento de desinfecção 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 

As Figuras de 21 a 23 mostram os resultados do metabolismo celular dos 

biofilmes simples de C. albicans, S. mutans e biofilme misto, respectivamente, 

formados sobre as amostras de reembasador de prótese após o protocolo de 

desinfecção. Após análise dos resultados, foi observado interação significativa entre 

fatores (p<0,0001). Ambos os grupos, sabonete líquido Lifebuoy® e Hipoclorito, 

apresentaram diferença significativa em relação ao grupo PBS. 

 
Figura 21 - Valores do metabolismo celular do biofilme de C. albicans, formados sobre 

amostras de reembasador de prótese submetidas ao procedimento de desinfecção 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 22 - Valores do metabolismo celular do biofilme de S. mutans, formados sobre 
amostras de reembasador de prótese submetidas ao procedimento de desinfecção 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 

Figura 23 - Valores do metabolismo celular do biofilme misto, formados sobre amostras de 
reembasador de prótese submetidas ao procedimento de desinfecção 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 
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5.2 Estudo II 

 
 

Os resultados obtidos após utilização de protocolo de tratamento com extrato 

de Cryptocarya moschatta sobre os biofilmes simples e misto de C. albicans e S. 

mutans formados sobre amostras de resina de base e reembasadora de prótese estão 

decritos a seguir. 

 
5.2.1 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração 

Fungicida Mínima (CFM) para as células planctônicas 
 

Os testes para análise da concentração inibitória mínima (CIM) e concentração 

fungicida mínima (CFM) para as células planctônicas foram realizados em três 

ocasiões distintas. Para C. moschata, foi encontrado como resultado o mesmo valor 

de CIM e CFM, sendo este na diluição de 0,003 g/mL. A CIM é a concentração que 

inibiu o crescimento das células planctônicas e a CFM é a concentração que eliminou 

100% das células planctônicas. 

 
5.2.2 Determinação da Concentração Fungicida Mínima das células em biofilme 

(CFMb) 
 

A Concentração Fungicida Mínima das células em biofilme de C. albicans 

(CFMb) foi igual a 0,045 g/mL. Essa concentração, após 2 horas de contato com o 

biofilme formado sobre o fundo de poços de uma placa de 24 orifícios, inibiu 

completamente o crescimento celular, para os extratos de folhas e frutos das espécies 

de Cryptocarya moschatta. Para as células de S. mutans esse valor foi o de 0,030 

g/mL. Uma vez que a solução foi utilizada também para o biofilme misto, a 

concentração selecionada foi de 0.045g/mL. 

 
5.2.3 Contagem do número de Unidade Formadoras de Colônias (UFC/mL) 

O número de UFC/mL dos biofilmes simples e misto de C. albicans e S. mutans, 

formados sobre as amostras de resinas de base e reembasamento de próteses, foi 

avaliado nas concentrações equivalentes a 0,045 g/mL de C. moschatta. 

Foi usado também substâncias para controle positivo, solução de nistatina a 

100,000 IU/mL, para os biofilmes de C. albicans, e solução de antibiótico para os 

biofilmes de S. mutans. Como controle negativo, foi utilizado solução de PBS. 
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A Figura 24 apresenta os valores de UFC/mL das células de C. albicans, em 

biofilme simples e misto, submetidas ao tratamento com extrato de Cryptocarya na 

concentração 0,045 g/mL, sobre amostras de resina de base de prótese. Observa-se 

interação significativa entre os fatores independentes (p<0,0001). Os grupos nistatina 

e extrato foram estatisticamente diferentes do grupo PBS. O extrato reduziu a tanto 

para o biofilme simples quanto para o biofilme misto (p<0,05), mostrando a efetividade 

do protocolo de tratamento com Cryptocarya moschatta. 

 
Figura 24 - Valores de UFC/mL das células de C. albicans, em biofilme simples e misto, 
submetidas ao tratamento com extrato de Cryptocarya na concentração 0,045g/mL sobre 
amostras de resina de base de prótese 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Na Figura 25, a qual mostra os valores de UFC/mL das células de S. mutans, 

em biofilme simples e misto, submetidas ao tratamento com extrato de Cryptocarya 

na concentração 0,045 g/mL sobre amostras de resina de base de prótese, observa- 

se interação significativa entre os fatores independentes (p<0,0001). Os maiores 

valores de redução microbiana foram encontrados para os biofilmes simples e misto 

de S. mutans tratados com extrato. Além disso todos os grupos avaliados são 

diferentes estatisticamente entre si. 
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Figura 25 - Valores de UFC/mL das células de S. mutans, em biofilme simples e misto, 
submetidas ao tratamento com extrato de Cryptocarya na concentração 0,045 g/mL sobre 
amostras de resina de base de prótese 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 

A Figura 26 apresenta os valores de UFC/mL das células de C. albicans, em 

biofilme simples e misto, submetidas ao tratamento com extrato de Cryptocarya na 

concentração 0,045 g/mL sobre amostras de reembasador. Da mesma forma que 

ocorreu para a resina de base, observa-se interação significativa entre os fatores 

independentes (p<0,0001). Os maiores valores de redução microbiana foram 

encontrados para os grupos extratos tanto para o biofilme simples e misto (não houve 

significância estatística entre ambos). Além disso, o grupo de extrato foi diferente 

estatisticamente dos grupos nistatina e PBS, para ambas as condições de formação 

de biofilme (simples e misto). 

Figura 26 - Valores de UFC/mL das células de C. albicans, em biofilme simples e misto, 
submetidas ao tratamento com extrato de Cryptocarya na concentração 0,045 g/mL sobre 
amostras de reembasador 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 
Fonte: Elaboração própria. 
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Na Figura 27, a qual mostra os valores de UFC/mL das células de S. mutans, 

em biofilme simples e misto, submetidas ao tratamento com extrato de Cryptocarya 

na concentração 0,045 g/mL sobre amostras de reembasador, observa-se interação 

significativa entre os fatores independentes (p<0,0001). Semelhante à resina de base, 

o grupo extrato reduziu significativamente a viabilidade microbiana de ambos os 

biofilmes (simples e misto), em comparação ao grupo PBS (p<0,05). 

 
Figura 27 - Valores de UFC/mL das células de S. mutans, em biofilme simples e misto, 
submetidas ao tratamento com extrato de Cryptocarya na concentração 0,045 g/mL sobre 
amostras de reembasador 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 

O protocolo de tratamento com extrato de C. moschata sobre os biofilmes 

simples e misto formados em resinas para base e reembasamento de próteses 

também foi avaliado por meio do teste Alamar Blue® e os resultados foram submetidos 

à análise de variância one way (Figuras de 28 a 33). 

As Figuras de 28 a 30 mostram os resultados do metabolismo celular dos 

biofilmes simples de C. albicans, S. mutans e biofilme misto, respectivamente, 

formados sobre as amostras de resina de base de prótese, após o protocolo de 

tratamento. Após análise dos resultados, foi observado interação significativa entre 

fatores (p<0,0001). Os grupos extrato de C. moschata, Nistatina, e antibiótico 

apresentaram diferença significativa em relação ao grupo PBS. 
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Figura 28 - Valores de UFC/mL das células de biofilme de C. albicans, formadas em amostras 
de resina de base, submetidas ao tratamento com extrato de Cryptocarya na concentração 
0,045 g/mL 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 

Figura 29 - Valores de UFC/mL das células de biofilme de S. mutans, formadas em amostras 
de resina de base, submetidas ao tratamento com extrato de Cryptocarya na concentração 
0,045 g/mL 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 30 - Valores de UFC/mL das células de biofilme misto, formadas em amostras de 
resina de base, submetidas ao tratamento com extrato de Cryptocarya na concentração 0,045 
g/mL 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 
Fonte: Elaboração própria. 

 
As Figuras de 31 a 33 mostram os resultados do metabolismo celular dos 

biofilmes simples de C. albicans, S. mutans e biofilme misto, respectivamente, 

formados sobre as amostras de reembasador de prótese após o protocolo de 

tratamento. Após análise dos resultados, foi observado interação significativa entre 

fatores (p<0,0001). Da mesma forma que para a resina de base, os grupos, extrato de 

C. moschata, Nistatina, e antibiótico apresentaram diferença significativa em relação 

ao grupo PBS. 

Figura 31 - Valores de UFC/mL das células de biofilme de C. albicans, formadas em amostras 
de reembasador, submetidas ao tratamento com extrato de Cryptocarya na concentração 
0,045g/mL 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 32 - Valores de UFC/mL das células de biofilme de S. mutans, formadas em amostras 
de reembasador, submetidas ao tratamento com extrato de Cryptocarya na concentração 
0,045g/mL 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 

Figura 33 - Valores de UFC/mL das células de biofilme misto, formadas em amostras de 
reembasador, submetidas ao tratamento com extrato de Cryptocarya na concentração 
0,045g/mL 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico de média ± intervalo de confiança de 95%. 

Fonte: Elaboração própria. 
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5.2.4 Avaliação dos componentes proteicos da matriz do biofilme por meio de 
Microscopia de Fluorescência Confocal 

 
Os danos dos componentes da matriz extracelular dos biofilmes foram 

avaliados após os tratamentos. A matriz polimérica extracelular representa 

aproximadamente 90% da biomassa total do biofilme e pode atuar como uma barreira 

física de proteção para as células. Sua espessura e composição química podem 

impedir a difusão de antimicrobianos nas camadas mais profundas dos biofilmes, 

tornando essas células tolerantes aos tratamentos108,109. Os componentes 

visualizados em vermelho foram marcados com Sypro Ruby Biofilm Matrix Stain. Essa 

sonda fluorescente tem sido utilizada para corar os componentes proteicos da matriz 

de biofilmes110. Este corante marca a maioria das classes de proteínas, incluindo 

glicoproteínas, fosfoproteínas, lipoproteínas, proteínas de ligação de cálcio, proteínas 

fibrilares e outras proteínas, que são difíceis de corar. Nesse estudo, utilizou-se esse 

marcador a fim de avaliar se os componentes proteicos da matriz polimérica 

extracelular dos biofilmes simples e misto de C. albicans e S. mutans sofreriam danos 

após os tratamentos com extrato de C. moschatta. A partir da aquisição das imagens 

(Figura 34), foi possível verificar que houve uma menor detecção de fluorescência nos 

grupos tratados com extrato em comparação com os grupos controles negativos de 

PBS. O resultado foi observado tanto para as amostras de resina de base de prótese 

quanto para as amostras de reembasador. 
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Figura 34 - Avaliação do dano nos componentes proteicos da matriz extracelular do biofilme 
após os tratamentos. Componentes visualizados em vermelho foram marcados com Sypro 
Ruby Biofilm Matrix Stain. 
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Legenda: A: Biofilme de C. albicans em amostra de Resina de Base de prótese - Controle 
Negativo; B: Biofilme de C. albicans em amostra de Resina Reembasadora prótese - Controle 
Negativo; C: Biofilme de C. albicans em amostra de Resina de Base de prótese - Solução de 
Extrato de C. moschatta; D: Biofilme de C. albicans em amostra de Resina Reembasadora de 
prótese - Solução de Extrato de C. moschatta; E: Biofilme de C. albicans em amostra de 
Resina de Base de prótese - Controle Positivo; F: Biofilme de C. albicans em amostra de 
Resina Reembasadora - Controle Positivo; G: Biofilme misto em amostra de Resina de Base 
de prótese - Controle Negativo; H: Biofilme misto em amostra de Resina Reembasadora de 
prótese - Controle Negativo; I: Biofilme misto em amostra de Resina de Base de prótese - 
Solução de Extrato de C. moschatta; J: Biofilme misto em amostra de Resina Reembasadora 
de prótese - Solução de Extrato de C. moschatta; K: Biofilme misto em amostra de Resina de 
Base de prótese - Controle Positivo; L: Biofilme misto em amostra de Resina de 
Reembasadora de prótese - Controle Positivo; M: Biofilme de S. mutans em amostra de 
Resina de Base de prótese - Controle Negativo; N: Biofilme de S. mutans em amostra de 
Resina Reembasadora prótese - Controle Negativo; O: Biofilme de S. mutans em amostra de 
Resina de Base de prótese - Solução de Extrato de C. moschatta; P: Biofilme de S. mutans 
em amostra de Resina Reembasadora de prótese - Solução de Extrato de C. moschatta; Q: 
Biofilme de S. mutans em amostra de Resina de Base de prótese - Controle Positivo; R: 
Biofilme de S. mutans em amostra de Resina Reembasadora - Controle Positivo. 

 
Fonte: Arquivo pessoal da autora. 
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5.2.5 Avaliação da viabilidade celular por meio de Microscopia de Varredura 
Confocal a Laser (MVCL) 

 

As Figuras 35, 36 e 37 mostram as imagens dos biofilmes simples de C. 

albicans, S. mutans e misto, respectivamente, formados sobre corpos de prova de 

resina acrílica para base de próteses (RB) e reembasadores (REE), após diferentes 

tratamentos, conforme os grupos experimentais. A fim de verificarmos a viabilidade 

dos biofilmes formados in vitro, as amostras, após os tratamentos, foram marcadas 

com syto-9 e iodeto de propídio (PI) e foram analisadas por meio da Microscopia de 

Fluorescência Confocal. O syto-9 (marcador de fluorescência verde) é um corante que 

permeia todas as células presentes no biofilme e o PI (marcador de fluorescência 

vermelha) é um corante que marca o DNA apenas das células mortas. Desta forma, a 

prevalência da relação verde/vermelho indica a viabilidade desta cultura, ou seja, 

quanto maior a prevalência de marcação em verde e menor em vermelho, maior é a 

predominância de células vivas compondo o biofilme111. Independentemente do tipo 

de biofilme, podemos observar que o grupo controle apresentou maior espessura do 

biofilme quando comparado com os demais grupos. Nos grupos controles de PBS 

podemos observar que quase não há células coradas em vermelho, mostrando que 

as células dos microrganismos continuaram vivas. No grupo controle positivo de 

Nistatina foi possível observar redução de espessura e de células viáveis, muito 

semelhante ao que ocorreu com os grupos de extrato de C. moschatta. Esses 

resultados foram semelhantes aos observados por meio da contagem de UFC/mL. 



65 
 

 
 
 

 

Figura 35 - Viabilidade celular dos biofilmes de C. albicans analisados por microscopia de 
fluorescência confocal. Amostras marcadas com Syto-9 (células marcadas em verde) e iodeto 
de propídio (células marcadas em vermelho) 

 

Fonte: Arquivo pessoal da autora. 
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Figura 36 - Viabilidade celular dos biofilmes de S. mutans analisados por microscopia de 
fluorescência confocal. Amostras marcadas com Syto-9 (células marcadas em verde) e iodeto 
de propídio (células marcadas em vermelho) 

 

 
Fonte: Arquivo pessoal da autora. 
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Figura 37 - Viabilidade celular dos biofilmes mistos analisados por microscopia de 
fluorescência confocal. Amostras marcadas com Syto-9 (células marcadas em verde) e iodeto 
de propídio (células marcadas em vermelho) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fonte: Arquivo pessoal da autora. 
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6 DISCUSSÃO 

 
A estomatite protética é considerada uma doença multifatorial associada a 

vários fatores incluindo o uso de prótese dentária, infecção fúngica/bacteriana da 

mucosa e higiene deficiente das próteses112,113. Sendo assim, a limpeza das próteses 

é uma das abordagens mais importantes para a prevenção da doença. A limpeza das 

próteses deve ser rápida, eficaz e fácil de ser realizada pelos pacientes e/ou seus 

cuidadores. Quando são realizadas de forma inadequada, pode não ser suficiente 

para controlar o crescimento de fungos e bactérias, os quais facilmente se aderem à 

estrutura interna da base de prótese114. Existem várias maneiras de se realizar a 

limpeza de próteses removíveis, sendo elas de forma mecânica, química ou através 

de uma combinação de ambas, que se mostra eficaz e recomendado para o controle 

dos biofilmes115. 

Com relação ao método mecânico de higienização, a abordagem mais comum 

entre usuários de próteses é composta pela escovação com dentífricio42. No entanto, 

a remoção eficaz do biofilme pela escovação exige um certo grau de destreza manual, 

que é comumente comprometida em idosos116. Outra desvantagem é que a ação 

abrasiva das cerdas pode resultar no desgaste da base da prótese e dos materiais de 

revestimento117. E ainda, o uso de dentífricio pode arranhar e causar irregularidades 

na superfície das próteses, o que facilita ainda mais a aderência e crescimento dos 

microrganismos118. 

Em relação ao método químico de higienização das próteses, a solução 

considerada padrão ouro na literatura é o hipoclorito de sódio, que inativa o biofilme 

microbiano e inibe a formação de cálculo60,119. Apesar de apresentar bons resultados 

na capacidade antimicrobiana, sabe-se que em concentrações maiores que 1% pode 

causar efeitos citotóxicos moderados aos tecidos bucais, além de promover 

branqueamento das bases acrílicas e corrosão dos componentes metálicos das 

próteses48,51. Outras desvantagens verificadas com o uso da imersão em hipoclorito 

de sódio a 0,5% em resinas acrílicas para base e reembasamento de próteses foram 

de alterações na topografia da superfície, para uso prolongado do produto (6 

meses)120, alterações na cor, aumento da rugosidade da superfície e efeitos adversos 

na pele e nos olhos121. 
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Levando estes pontos em consideração, este estudo buscou testar uma 

solução de sabonete líquido desinfetante Lifebuoy® para substituir o hipoclorito de 

sódio na prevenção e desinfecção de biofilmes formados em próteses dentárias, que 

possua a mesma eficácia sem as desvantagens associadas à utilização do produto. 

Para que possamos propor protocolos efetivos no tratamento e prevenção da 

estomatite protética é fundamental que haja a compreensão das espécies microbianas 

patogênicas envolvidas na formação do biofilme122. De acordo com a literatura, 

indentificou-se que tanto a bactéria S. mutans como o fungo C. albicans possuem um 

papel relevante na formação do biofilme na parte interna das próteses70,71. E ainda, 

verificou-se que o S. mutans é um importante precursor da formação de biofilme e, 

em associação com C. albicans, pode causar estomatite protética mais virulenta26. O 

S. mutans pode se aderir facilmente às hifas de C. albicans, e as duas espécies podem 

crescer sinergicamente no biofilme, aumentando sua espessura, o que causa maiores 

danos e dificultando sua remoção ou a penetração de medicamentos123,124,125. Sendo 

assim, este trabalho se propôs a analisar a eficácia da solução do Lifebouy na 

prevenção e deseinfecção de biofilmes simples e misto de C. albicans e S. mutans 

formados sobre resinas de base e reembasadoras de próteses. 

No protocolo de prevenção, no qual as amostras são imersas nas soluções 

antes da formação do biofilme, observou-se que, para todos os tempos de imersão, 

não houve diferença estatística entre os grupos hipoclorito de sódio e Lifebuoy® em 

relação à formação do biofilme. Além disso, esses dois grupos foram 

significativamente diferentes do grupo PBS (controle negativo), mostrando a 

efetividade do sabonete Lifebuoy® contra a formação de biofilme e na redução dos 

microrganismos de forma equivalente ao hipoclorito a 0,5%. Esses resultados foram 

observados para todos os tipos de biofilme e para ambas as resinas (resina de base 

e reembasador). Apesar da diferença estatística encontrada entre os grupos 

experimentais e controle, foi observado crescimento de biofilme me todos os grupos. 

Este resultado referente à prevenção foi compatível com outros trabalhos já 

publicados, como o de Zoccolotti et al. 54, que conduziram um estudo in vitro 

investigando a capacidade de formação de biofilme de C. albicans sobre amostras de 

resina de base para prótese através da imersão em soluções dos sabonetes líquidos 

antimicrobianos mais encontrados em farmácias e mercados: Protex, Lifebuoy® e 

Dettol. Nos resultados de Zoccolotti et al54., no protocolo de prevenção, foi observado 
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também crescimento do biofilme sobre as amostras de resina para base de prótese. 

Em ambos os estudos, as amostras permaneceram imersas nas soluções 

desinfetantes por um período de 8 horas, simulando o protocolo overnight, o qual é 

recomendado por apresentar resultados mais efetivos quando comparados com 

períodos mais curtos de imersão e por incentivar a remoção noturna das próteses60,126. 

Importante destacar que nenhum estudo foi encontrado na literatura em relação aos 

biofilmes simples de S. mutans e misto de C. albicans e S. mutans utilizando o 

protocolo de prevenção com a solução de sabonete líquido Lifebuoy®, 

impossibilitando a comparação com outros resultados e destacando a importância do 

presente estudo. 

A redução da formação do biofilme sobre as amostras imersas em soluções 

desinfetantes foi observada para ambos os ensaios, contagem de unidades 

formadoras de colônias e teste Alamar Blue®. Isso significa que as soluções 

desinfetantes promoveram, além da inibição da proliferação celular, redução do seu 

metabolismo. 

Em relação ao protocolo de desinfecção das amostras de resina de base e 

reembasador de prótese, após as formações dos biofilmes, foi possível observar 

diminuição das unidades formadoras de colônias nos grupos experimentais 

comparados com o grupo controle negativo (PBS). Para as amostras de resina de 

base de prótese, para todos os tipos de biofilme, houve diminuição média de 3 logs 

em relação ao grupo controle, enquanto para as amostras de reembasador essa 

redução foi em torno de 2 logs. Esses resultados também corroboram com o estudo 

de Zoccolotti et al. 54 (2018), que verificou que a solução de Lifebuoy® foi capaz de 

reduzir o biofilme simples de C. albicans formado sobre os corpos de prova de resina 

de base após 8 horas de imersão. Outros estudos que reforçam os resultados obtidos, 

são os de Tasso et al. 56 (2020), que verificou em um estudo clínico a eficácia da 

solução de sabonete Lifebuoy® na desinfecção do biofilme de espécies de Candida 

em próteses removíveis totais, e de Ribas et al. 127,128 (2022), no qual afirmam uma 

redução estatisticamente significativa no biofilme de C. albicans, formados tanto em 

resinas de base quanto em reembasadores, através de escovação e imersão com 

solução do sabonete. Com relação aos resultados sobre as amostras confeccionadas 

com material reembasador rígido, estes são compatíveis com o trabalho publicado por 

Malavolta et al. 57 (2021), que concluíram que a solução do sabonete líquido Lifebuoy® 
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foi capaz de reduzir a quantidade de biofilme de C. albicans sobre as amostras, em 

torno de um log em relação ao controle negativo. 

Da mesma forma que para o protocolo de prevenção, nenhum estudo foi 

encontrado na literatura em relação aos biofilmes simples de S. mutans e misto de C. 

albicans e S. mutans utilizando o protocolo de desinfecção com a solução de sabonete 

líquido Lifebuoy®, impossibilitando a comparação com outros resultados e 

destacando a importância do presente estudo. 

Como controle positivo, o hipoclorito de sódio 0,5% foi testado no presente 

estudo. Assim como em outros estudos já realizados97,129,130, foi verificada eficácia 

dessa solução na eliminação de microrganismos como C. albicans e S. mutans tanto 

nas resinas de base quanto em reembasadores. Comparativamente, observou-se que 

o sabonete Lifebuoy® também apresentou redução significativamente considerável 

dos biofilmes em relação ao grupo controle, o que aponta este produto de desinfecção 

como uma alternativa ao hipoclorito de sódio. A capacidade de desinfecção do 

sabonete líquido Lifebuoy® pode ser explicada pela sua composição. Dentre os 

princípios ativos estão: EDTA (ácido etilenodiamino tetraacético), cocamidopropil 

betaína, hidróxido de sódio, ácido cítrico e triclocarban (que possui mecanismos de 

ação muito semelhantes ao triclosan), curcumina, entre outros. No entanto, o 

fabricante não menciona as concentrações de cada componente, o que dificulta a 

clareza dos resultados obtidos. Devine et al.131 (2007), realizaram um estudo no qual 

investigou a efetividade do EDTA tetrassódico, um dos compostos do Lifebuoy®, para 

desinfetar produtos odontológicos que sofrem contaminação, como material de base 

de prótese e escovas de dente. Os efeitos sobre as espécies de Candida foram 

avaliados devido ao papel desses organismos nas infecções associadas à prótese. 

Após tratamento com duração de 16h, o EDTA tetrassódico reduziu as contagens 

viáveis de bactérias salivares e de biofilme de C. albicans presentes nas cerdas das 

escovas de dente em mais de 99% e removeu a maioria ou todos os biofilmes da 

superfície do material. 

Embora tanto a desinfecção quanto a prevenção da formação dos biofilmes nas 

resinas de base ou reembasadores sejam fundamentais para impedir o 

desenvolvimento da estomatite protética, é fundamental que novas formas de 

tratamento da doença sejam estudadas. À medida que a população envelhece, cada 

vez mais pacientes apresentam condições médicas mais complexas, fazendo uso de 



72 
 

 
 
 

 

várias classes medicamentosas que podem dificultar o tratamento de certas doenças. 

Geralmente, os medicamentos usados para o tratamento da estomatite protética são 

de longa duração e podem causar diversos efeitos colaterais para pacientes com a 

saúde debilitada. A partir disso, terapias alternativas para o tratamento da estomatite 

protética, como a fitoterapia, são cada vez mais exploradas29. 

Recentemente, observou-se na literatura que espécies de Cryptocarya 

apresentam propriedas antifúngicas, indicando seu potencial no tratamento da 

estomatite protética. A Cryptocarya é um gênero de 350 plantas perenes pertencentes 

à família Lauraceae e é amplamente distribuído nos trópicos e subtrópicos, exceto na 

África central. Esse gênero é conhecido por conter diversos metabólitos secundários, 

como alcaloides, α-pironas e flavonoides, os quais apresentam atividade 

antimicrobiana, antioxidante e anticâncer132. Com base nisso, esse estudo também se 

propôs a testar o extrato de Cryptocarya moschatta como um método de tratamento 

para a estomatite protética. Vale ressaltar que extratos naturais brutos são, 

normalmente, misturas complexas constituídas por diversas classes de produtos 

naturais e que contém diferentes grupos funcionais133. 

Os resultados obtidos a partir do teste de unidade formadoras de colônias 

realizadas após o tratamento com C. moschatta, mostraram que, para amostras de 

resina de base de prótese, houve uma redução de aproximadamente 4 logs em 

comparação com o grupo sem tratamento para o biofilme simples de C. albicans, 

comprovando grande eficácia. Em contrapartida, para o biofilme misto de C. albicans 

e S. mutans, os resultados mostrartam uma redução por volta de 2 logs em relação 

ao grupo sem tratamento. Esta menor efetividade do tratamento para o biofilme misto 

pode ser explicada em função da sua formação. A matriz extracelular secretada pelo 

biofilme misto oferece maior estabilidade mecânica para a comunidade microbiana, o 

que impede tanto o contato direto dos agentes antimicrobianos, fagócitos e 

anticorpos40. 

Com relação ao biofilme simples de S. mutans, foi observado uma redução de 

aproximadamente 2 logs em relação ao grupo sem tratamento. A menor efetividade 

do tratamento nas bactérias em relação aos fungos também pode ser explicada em 

função do processo de formação do biofime. Estudos relatam que S. mutans são 

colonizadores precoces e que se ligam à película salivar que reveste a prótese 

dentária. Posteriormente ocorre a ligação de outros microrganismos, como C. 
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albicans, para a formação do biofilme oral. Analisando-se a formação dos biofilmes 

em ambientes orais, é possível observar que S. mutans se adere à superfície da 

prótese ficando mais internamente no biofilme em comparação com as células de C. 

albicans, o que lhe promove maior proteção pela dificuldade de penetração de 

soluções nesta camada134-136. Esses resultados estão de acordo com estudo de 

Zoccolotti et al. 29 (2021), os quais observaram que os extratos obtidos de C. moschata 

foram capazes de reduzir o número de unidades formadoras de colônias e o 

metabolismo celular do biofilme de C. albicans formado sobre amostras de resina 

acrílica para base de próteses, comprovando seu efeito antimicrobiano. Todavia, 

nenhum estudo foi encontrado na literatura em relação aos biofilmes simples de S. 

mutans e misto de C. albicans e S. mutans utilizando o protocolo de tratamento com 

C. moschata, impossibilitando a comparação com outros resultados e destacando a 

importância do presente estudo. 

Nas amostras de reembasador rígido, os resultados mostraram que houve 

redução dos microrganismos no grupo experimental quando comparado ao grupo sem 

tratamento. Porém, para todos os tipos de biofilme, a redução foi de 2 log’s. Essa 

menor redução em comparação à resina de base pode ser justificada pela superfície 

do material. Estudos comprovam que o material reembasador possui maior 

rugosidade superficial em comparação às resinas de base, fato que contribui para o 

acúmulo de biofilme8-10. Verifica-se também na literatura de que a adesão de 

microrganismos também é significativamente maior em superfícies ásperas do que 

em superfícies lisas137,138. 

O potencial antimicrobiano do extrato de Cryptocarya moschatta pode estar 

relacionado à composição química da planta. A caracterização química dos extratos 

brutos foi realizada por meio de cromatografia líquida com detecção por arranjo de 

diodos e por espectrometria de massas (UPLC-DAD-MS) em estudo prévio29 e os 

resultados podem ser observados nos Anexos A e B. A análise UHPLC-DAD-MS 

revelou a presença de diferentes flavonóides, os quais podem explicar o efeito 

antifúngico encontrado. No entanto, o mecanismo pelo qual ocorre a morte celular 

ainda é desconhecido. 

Os danos dos componentes da matriz extracelular dos biofilmes foram 

avaliados após os tratamentos. A matriz polimérica extracelular representa 

aproximadamente 90% da biomassa total do biofilme e pode atuar como uma barreira 
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física de proteção para as células. Sua espessura e composição química podem 

impedir a difusão de antimicrobianos nas camadas mais profundas dos biofilmes, 

tornando essas células tolerantes aos tratamentos139,140. Os componentes 

visualizados em vermelho foram marcados com Sypro Ruby Biofilm Matrix Stain. Essa 

sonda fluorescente tem sido utilizada para corar os componentes proteicos da matriz 

de biofilmes110. Este corante marca a maioria das classes de proteínas, incluindo 

glicoproteínas, fosfoproteínas, lipoproteínas, proteínas de ligação de cálcio, proteínas 

fibrilares e outras proteínas, que são difíceis de corar. Nesse estudo, utilizou-se esse 

marcador a fim de avaliar se os componentes proteicos da matriz polimérica 

extracelular dos biofilmes simples e misto de C. albicans e S. mutans sofreriam danos 

após os tratamentos com extrato de C. moschatta. Foi possível verificar que houve 

uma menor detecção de fluorescência nos grupos tratados com o extrato em 

comparação com os grupos controles negativos de PBS (grupos sem tratamentos). O 

resultado foi observado tanto para as amostras de resina de base de prótese, quanto 

para as amostras de reembasador. Assim foi possível concluir que, além de diminuir 

as unidades formadoras de colônias, o tratamento também foi capaz de causar danos 

na matriz extracelular. 

As imagens obtidas a partir da microscopia de varredura confocal a laser estão 

de acordo com os resultados dos testes descritos acima. Além disso, conforme 

mostrado nas imagens, a presença de C. albicans aumenta a produção de 

exopolissacarídeos (EPS), de modo que os biofilmes de coespécies acumulam mais 

biomassa e abrigam mais células do que biofilmes de espécie única26. 

É importante destacar que os resultados do presente estudo são promissores, 

uma vez que os extratos tiveram efeito antimicrobiano em biofilmes simples e misto, 

os quais são bem mais resistentes do que as células planctônicas. As interações dos 

biofilmes formados entre bactérias e fungos podem alterar o ambiente e aumentar a 

virulência da doença, dificultando ainda mais o tratamento. Novos estudos com esse 

tipo de biofilme devem ser conduzidos com o objetivo de descobrir novas estratégias 

de prevenção e tratamento mais efetivas no controle de doenças como a estomatite 

protética. 
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7 CONCLUSÃO 

 
Levando-se em consideração os resultados obtidos e as limitações do presente 

estudo, pôde-se concluir que: 

Estudo I: A solução de sabonete Lifebuoy® foi capaz de reduzir o número de 

unidades formadoras de colônias e o metabolismo celular dos biofilmes simples e 

misto de C. albicans e S. mutans formados sobre amostras de resina acrílica para 

base e reembasador de próteses, tanto para o protocolo de prevenção, como para o 

de desinfecção. 

Estudo II: O protocolo de tratamento utilizando-se o extrato de C. moschata foi 

capaz de reduzir o número de unidades formadoras de colônias dos biofilmes simples 

e misto de C. albicans e S. mutans formados sobre amostras de resina acrílica para 

base e reembasador de próteses. Além disso, o tratamento causou danos aos 

componentes da matriz extracelular. 
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ANEXO A – UHPLC-DA chromatograms from the Cryptocarya extracts, plotted 
at 280 nm. Chromatographic conditions. Kinitex® XB-C18 column (50 x 2.1 mm, 
2.6 µm, 100 Å, Phenomenex), eluted with ultrapure water (A) and ethanol (B), 
both with 0.1 % of formic acid, in gradient mode (5 to 60 %B in 20 min) at a flow 
rate of 0.5 mL/min. Numbers 1-11 refer to identified compounds. F = 
unidentified flavonoids (ZOCCOLOTTI et al., 2021). 
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ANEXO B - Molecular structures of the main compounds identified in the 
Cryptocarya extracts (ZOCCOLOTTI et al., 2021). 
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