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Resuwmo- Gevrol

CATANOZE, I. A. Avaliacdo in vitro de formulagdes do 0leo essencial de citronela
(Cymbopogon nardus) sobre propriedades biologicas, fisicas e mecanicas de resina acrilica
para proétese dentaria. 2022. Tese de Doutorado - Faculdade de Odontologia, Universidade
Estadual Paulista, Aracatuba, 2022.

O controle de formacdo de biofilme deve ser promovido por meio de técnicas diarias de
higienizacdo, sendo uma delas o uso de solu¢des de desinfec¢cdo. Dentre as solugdes quimicas
comercialmente disponiveis, algumas podem ocasionar efeitos adversos quando utilizadas em
longo prazo. Dessa forma, a busca por métodos alternativos de desinfecgdo, com solucbes que
ndo alterem as propriedades do material e que sejam inertes para 0 seu usuario torna-se
essencial. Este estudo teve como objetivos: avaliar in vitro, a acdo antifingica de formulacGes
de 5 mg/mL a base do 6leo de citronela em biofilmes mistos de espécie de Candida em resina
acrilica ativada termicamente (RAAT) para base protética por meio de contagem do nimero
de unidades formadoras de colonias (UFC/mL), em dois tempos de exposi¢ao (15 e 30 minutos)
e avaliar a citotoxicidade das formulacGes em células da linhagem epitelial HaCat, e verificar a
acdo destas formulagdes de citronela a 5 mg/mL na alteracdo de propriedades fisicas e
mecanicas de amostras de RAAT. Inicialmente, foram feitas as formulacGes a base de citronela
em forma de emulsdo e nanoemulsdo. Em seguida, por meio de ensaios de microdiluicdo em
caldo, foi obtida a concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida minima
(CFM) das cepas de Candida testadas. Foram confeccionadas amostras de RAAT para a
realizacdo dos ensaios, sendo 96 amostras para o0 ensaio de biofilme, divididas de acordo com
0s grupos: GI - controle negativo (Biofilme misto C. albicans ATCC + C. glabrata ATCC +
C. albicans oral 6892 + C. albicans oral 7037); GlI- Nanoemuls&o de Citronela 5mg/mL; GllII-
Controle da Nanoemulsdo (Tween 20); GIV- Emulséo de Citronela 5mg/mL; GV- Controle da
Emulsdo (Goma Xantana); GVI- Clorexidina 0,12% (Periogard), e 20 para o ensaio de
viabilidade celular, divididas nos grupos: GIl- Nanoemulsdo de Citronela 5mg/mL; GlI-
Controle da Nanoemulséo (Tween 20); GllI- Emulsdo de Citronela 5mg/mL; GIV- Controle da
Emulsdo (Goma Xantana); GV- Clorexidina 0,12% (Periogard). Biofilmes mistos de Candida
foram formados sobre as superficies das amostras, e foram quantificados por meio de contagem
de unidades formadoras de colbnias (UFCs). Para o teste de viabilidade celular utilizou-se

células epiteliais da linhagem HaCaT, avaliadas através da coloracdo com resazurina. Para



avaliacdo das propriedades fisicas e mecénicas foram confeccionadas 50 amostras retangulares
e 50 circulares de RAAT, separadas aleatoriamente em 5 grupos, de acordo com a formulacao
utilizada: GI — controle (4gua destilada); Gl — saliva artificial; GI11 — nanoemuls&o de citronela
a bmg/mL; GIV - emulsdo de citronela a 5mg/mL e GV - Clorexidina 0,12% (Periogard). As
amostras foram imersas nas respectivas formulacfes, simulando a desinfeccdo de proteses
dentarias pelo periodo de 30 minutos diarios, durante 6 meses. Apds este periodo, foi feita a
andlise da alteracdo de rugosidade de superficie (Ra - um), estabilidade de cor (CIEDE 2000),
avaliacdo da microdureza Knoop e resisténcia a flexdo (MPa) das amostras. Os dados obtidos
foram submetidos as andlises estatisticas (p<0,05). As formulacdes fitoterapicas & base de
citronela apresentaram valores de CIM e CFM que variaram entre 0,156-1 mg/mL sobre as
espécies de Candida e inibiram o crescimento do biofilme misto, apresentando uma reducéo
estatisticamente significativa na contagem de UFC/mL, de até 2,7 Log destes fungos,
principalmente quando submetidas ao tempo de exposi¢do de 30 minutos. As formulagdes
fitoterapicas testadas nao apresentaram diferencas estatisticas entre si, apresentando viabilidade
da célula HaCaT maior que 70%, diferentemente da clorexidina a 0,12%. N&o houve diferenca
nos valores médios de rugosidade de superficie em nenhum dos grupos apds serem submetidos
a imersao nas formulagdes testes, com excecao do grupo controle, que apresentou diferenca
estatistica significativa na rugosidade de superficie ap6s o periodo de imersdo. Nos valores de
alteragdo de cor (AEoo) foi possivel observar que ndo houve diferenca estatistica significativa
entre 0s grupos experimentais antes e apos serem submetidos a imerséo nas formulagdes testes.
Nos valores de microdureza Knoop houve diferenca estatistica significativa apenas entre o
grupo controle e o grupo emuls&o de citronela. Para os dados de resisténcia flexural, médulo de
elasticidade, forca maxima e alongamento nao houve diferenca estatistica significativa entre os
grupos apds imersdo. Em suma, concluiu-se que as formulacdes fitoterapicas a base de citronela
apresentaram efeito antifingico sobre as diferentes espécies de Candida em superficie de resina
acrilica para proteses dentéarias, ndo apresentaram efeito citotdxico sobre células da linhagem
epitelial, e se mostraram seguras como formulacGes antissépticas no que se refere as
propriedades fisicas e mecanicas estudadas, sendo potencialmente promissoras para serem

indicadas como solugdes desinfetantes para proteses dentarias.

Palavras-chave: Biofilmes, Candida albicans, Resinas acrilicas, Desinfec¢do, Estomatite sob

Protese, Cymbopogon.
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CATANOZE, I. A. In vitro evaluation of citronella (Cymbopogon nardus) essential oil
formulations on biological, physical and mechanical properties of acrylic resin for dental
prosthesis. 2022. Doctoral Thesis — Dentistry University, Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba, 2022.

The control of biofilm formation should be promoted through daily hygiene techniques such as
the use of disinfection solutions. Among the commercially available chemical solutions, some
can lead to adverse effects in long-term use. Thus, the search for alternative methods of
disinfection with solutions that do not interfere with properties of the material and those inert
to the user becomes essential. This study aimed to: evaluate, in vitro, the antifungal effect of 5
mg/mL formulations based on citronella oil on mixed biofilms of Candida species in thermally
activated acrylic resin (TAAR) for prosthetic base by counting the number of colony forming
units (CFU/mL), in two exposure times (15 and 30 minutes) and to evaluate the cytotoxicity of
the formulations in cells of the HaCat epithelial lineage, and to verify the action of these
formulations of citronella at 5 mg/mL in the alteration of physical and mechanical properties of
TAAR samples. Initially, citronella-based formulations were prepared as emulsion and
nanoemulsion. Then, by means of broth microdilution assays, the minimum inhibitory
concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration (MFC) of the tested Candida
strains were obtained. For the biofilm test, 96 TAAR samples were prepared and assigned to
the groups, as follows: GI - negative control (Mixed biofilm C. albicans ATCC + C. glabrata
ATCC + C. albicans oral 6892 + C. albicans oral 7037); GlI- Citronella Nanoemulsion
5mg/mL; GlII- Nanoemulsion Control (Tween 20); GIV- Citronella Emulsion 5mg/mL; GV-
Emulsion Control (Xanthan Gum); GVI- Chlorhexidine 0,12% (Periogard). For the cell
viability assay, 20 samples were prepared and assigned to the following groups: Gl- Citronella
Nanoemulsion 5mg/mL; GlI- Nanoemulsion Control (Tween 20); GllI- Citronella Emulsion
5mg/mL; GIV- Emulsion Control (Xanthan Gum); GV- Chlorhexidine 0,12% (Periogard).
Mixed Candida biofilms were formed on the surfaces of the samples, and were quantified by
counting colony forming units (CFUSs). For the cell viability test, epithelial cells of the HaCaT
lineage were used, evaluated by staining with resazurin. To evaluate the physical and
mechanical properties, 50 rectangular and 50 circular samples of TAAR were prepared and
randomly assigned into 5 groups, according to the formulation used: GI — control (distilled

water); GII — artificial saliva; GlIl — citronella nanoemulsion at 5mg/mL; GIV - citronella



emulsion at 5mg/mL and GV — chlorhexidine 0,12% (Periogard). The samples were immersed
in the respective formulations, simulating the disinfection of dental prostheses for a period of
30 minutes daily, for 6 months. After this period, the analysis of surface roughness change (Ra
- um), color stability (CIEDE 2000), evaluation of Knoop microhardness and flexural strength
(MPa) of the samples was performed. The data obtained were submitted to statistical analysis
(p<0,05). The phytotherapic formulations based on citronella presented MIC and MFC values
that varied between 0,156-1 mg/mL on Candida species and inhibited the growth of mixed
biofilm, showing a statistically significant reduction in the CFU/mL counts, up to 2,7 Log of
these fungi, mainly when subjected to an exposure time of 30 minutes. The phytotherapic
formulations tested did not show statistical differences between them, showing HaCaT cell
viability greater than 70%, unlike 0,12% chlorhexidine. There was no difference in the mean
values of surface roughness in any of the groups after being subjected to immersion in the test
formulations, except for the control group, that presented a statistically significant difference in
surface roughness after the immersion period. Regarding color change (AEoo) it was possible to
observe that there was no statistically significant difference between the experimental groups
before and after being subjected to immersion in the test formulations. In the Knoop
microhardness values, there was a statistically significant difference only between the control
group and the citronella emulsion group. For data on flexural strength, modulus of elasticity,
maximum force and stretching, there was no statistically significant difference between the
groups after immersion. In summary, it can be concluded that phytotherapic formulations based
on citronella had an antifungal effect on different Candida species on acrylic resin surfaces for
dental prostheses, besides not presenting a cytotoxic effect on cells of the epithelial lineage, and
proved to be safe as antiseptic formulations in the which refers to the physical and mechanical
properties studied, being potentially promising to be indicated as disinfectant solutions for

dental prostheses.

Keywords: Biofilms, Candida albicans, Acrylic resins, Disinfection, Stomatitis, Denture,

Cymbopogon.
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Introdugdo Geral*

O uso de proteses dentarias favorece o acimulo de biofilme e alimentos, e varios fatores
fisicos s@o importantes na colonizacdo microbiana de superficies sélidas, como a rugosidade da
superficie, a hidrofobicidade e a composic¢do quimica da superficie do material, constituindo-
se em regibes preferenciais de colonizacdo de determinados microrganismos.>? Dentre o0s
microrganismos presentes na microbiota oral, os do género Candida estdo normalmente
presentes, e geralmente ndo causam doenca. Porém, sob certas circunstancias, estes podem agir
como agentes infecciosos, causando o aparecimento de candidiase, inclusive em pacientes
submetidos a quimioterapia.®® Também foi relatado que o género Candida albicans é
responsavel por 70% dos casos de estomatites protéticas.52

Geralmente a candidiase € tratada a base de antifungicos poliénicos (nistatina) e azélicos
(fluconazol, miconazol, itraconazol). O uso indiscriminado de drogas antifungicas pode trazer
como consequéncia, a resisténcia destes microrganismos aos agentes antimicrobianos.®° Além
disso, 0 miconazol interage com outras drogas e induz alteracdes hepaticas. A nistatina tem um
sabor desagradavel, e alguns individuos apresentam desconforto gastrointestinal, como
nauseas, vOmitos e diarreia.'* A literatura relata que as estomatites causadas pelo genéro
Candida glabrata apresentam uma maior dificuldade de tratamento, pois esta espécie é
intrinsecamente menos ativa para antifingicos convencionais da classe azdlicos quando
comparada ao género C. albicans.'? Assim, é desejavel promover a satide por meio de terapias
naturais ou alternativas, como o uso de fitoterapicos.

As resinas acrilicas a base de polimetilmetacrilato (PMMA) sdo comumente utilizadas
na confeccao da base acrilica das préteses, e dentre as propriedades requeridas neste material,
aquelas relacionadas com a superficie, como a rugosidade, sdo de grande importancia clinica,
ja que facilitam o acimulo de biofilme e manchamento.! A reducédo da rugosidade de superficie
resulta em um retardamento da formagéo e maturacdo do biofilme. Embora a rugosidade e
energia de superficie atuem conjuntamente, a influéncia da rugosidade é dominante.’* A
importancia de ambos os parametros justifica a necessidade de superficies lisas.131°

E preconizado valores de rugosidade proximos ou inferiores a 0,2 pum, para dificultar a
adesdo microbiana.® Um dos principais requisitos para que uma prétese total seja considerada
satisfatoria é que a superficie que fica em contato com a mucosa jugal esteja bastante lisa.

Assim, o polimento da base da protese (PMMA) e a manutencédo de sua lisura, contribuem para

1 Referéncias: Anexo E
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o conforto do paciente, estética agradavel e para que seja minimizada a retencdo de
microrganismos na superficie da mesma. Dessa forma, qualquer procedimento que altere a
rugosidade de superficie do material ird influenciar diretamente na adesdo de
microrganismos,*’'® uma vez que a presenca de irregularidades funciona como abrigo
microbiano, aumentando a probabilidade destes microrganismos permanecerem nas
superficies, mesmo depois dos procedimentos convencionais de limpeza.t*519

Para ocorrer a colonizagdo da base protética pelos fungos da espécie Candida, algumas
caracteristicas do substrato sdo importantes, como a energia livre de superficie, que pode
influenciar diretamente no processo de colonizacdo.?® Apds serem expostos as condicdes da
cavidade oral, os materiais que constituem a base protética sdo recobertos por saliva e outros
constituintes, como diferentes proteinas com diferentes polaridades, podendo alterar a
hidrofobicidade destes materiais, tendo esta camada influencia direta na adeséo de biofilme.?%?2
Além disso, as diferencas no grau de hidrofobicidade da membrana celular das espécies de
Candida é um fator que influencia no efeito antifingico e na capacidade da levedura se aderir
a resina acrilica, visto que C. albicans é considerada mais hidrofilica quando comparada a
espécie C. glabrata, que apresenta comportamento hidrofébico.?3-25

A estética também é um fator muito importante a ser considerado na reabilitacdo oral,
seja por meio de proteses totais, parciais fixas e removiveis e/ou sobre implantes.?® A
estabilidade da cor dos dentes artificiais e da base protética € um dos objetivos almejados pelo
cirurgido-dentista, tornando-se imprescindivel que ela se mantenha ao longo do tempo para se
conseguir sucesso e longevidade da reabilitacdo oral.?” Dessa forma, as solucdes de desinfecgéo
ndo devem acarretar alteracdes nesta propriedade fisica dos materiais relacionados com a
protese.

O controle de biofilme pode ser realizado por meio de técnicas diarias de higienizacéo,
feitas pelo préprio paciente. Essa rotina de higiene deve ser realizada por meio de técnicas de
limpeza mecénica oral e extraoral, por meio de enxaguatdrios bucais e solugdes desinfetantes
com produtos quimicos, técnicas essas que se complementam. Dentre as solu¢des quimicas
comercialmente disponiveis, tanto para uso intraoral quanto extraoral, destaca-se a solucao de
clorexidina, devido a sua acgdo antisséptica, antifungica e bacteriostatica, impedindo a
proliferacdo de microrganismos.?2° Entretanto, o uso da clorexidina tem que ser indicado com
cautela, visto que existem efeitos adversos quando utilizada em longo prazo, como por exemplo,
o manchamento de dentes artificiais e os materiais da base da protese 32, alteracéo do paladar,

33,34 citotoxicidade,® além de descamacéo da mucosa oral.%® Dessa forma, a busca por métodos
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alternativos de desinfeccdo, com solucbes que ndo alterem as propriedades do material e que

sejam inertes para o seu usuario torna-se essencial.

A fitoterapia, sendo de baixo custo e facil utilizacdo, destaca-se como alternativa a ser
pesquisada, dada a escassez de estudos em Odontologia. A planta conhecida como citronela
(Cymbopogon nardus) é utilizada para a extracdo de 6leo essencial, muito utilizado como
repelente de insetos, tendo como principais componentes quimicos, o citronelal, geraniol e o
citronelol, que sdo antissépticos, daf seu extenso uso em sabdes e desinfetantes domésticos.”-3
Estudos mostram sua efetividade tanto em uso isolado quanto sinergicamente, com uma boa
eficacia antimicrobiana e bons resultados de citotoxicidade em certas concentragdes.3":3%40
Como por exemplo, seu uso como agente desinfetante de proteses buco-maxilo-faciais.*>42
Nesse sentido, a citronela é considerada como uma planta de a¢ao antibacteriana e antifingica
potencial, abrindo novas perspectivas de controle de infeccdo humana. Com base nestas
informac0es, percebe-se a necessidade da realizacdo de estudos que investiguem a sua agéo
antibiofilme e sua acdo na alteracdo das propriedades dos materiais utilizados na confeccéo de
préteses. Diante disso, os objetivos gerais deste estudo foram avaliar in vitro, a acdo antiflngica
de formulacGes a base do 6leo de citronela em biofilmes mistos de espécie de Candida em resina
acrilica ativada termicamente (RAAT) para base protética e avaliar a citotoxicidade das células
da linhagem epitelial HaCat, e verificar a acdo destas formulacdes de citronela na alteracéo de

propriedades fisicas e mecéanicas de amostras de RAAT.
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Capifulo 1

Efeito antifangico e citotoxico de formulagdes do 6leo essencial de citronela (Cymbopogon

nardus) em biofilmes mistos de Candida em resina acrilica para proétese dentéaria.
RESUMO

Declaracéo do problema. A estomatite protética € associada a colonizagdo microbiana da base
acrilica das proteses, favorecida pela higiene deficiente das mesmas e pelo alto nivel de
Candida spp. na cavidade oral. A Candida é o género fangico mais comumente associado a
esta patologia oral, geralmente tratada com antifingicos e solugdes antissépticas. Muitas destas
espécies de Candida se tornaram resistentes aos medicamentos e produtos existentes
comercialmente. Assim, é desejavel a realizacdo de estudos que investiguem alternativas

naturais, tais como a utilizagéo de fitoterapicos.

Objetivo. O objetivo desta pesquisa foi avaliar in vitro, a acdo antifungica de formulacdes a
base de 6leo de citronela (Cymbopogon nardus), em cultura planctonica de espécies de
Candida; avaliar o efeito antibiofilme destas formulacdes em biofilmes mistos de espécie de
Candida em resina acrilica ativada termicamente (RAAT) para base protética em dois tempos
de exposicdo, 15 e 30 minutos, e avaliar in vitro a citotoxicidade das formulacdes fitoterapicas

em célula da linhagem epitelial (HaCaT).

Materiais e Métodos. FormulacGes a base de citronela em forma de emulsdo e nanoemulsao
foram manipuladas. Em seguida, por meio de ensaios de microdiluicdo em caldo, foi obtida a
concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM) das cepas de
referéncia testadas: (Candida albicans ATCC 26790 e Candida glabrata - ATCC 2001) e duas
cepas clinicas (Candida albicans oral - 6892 e Candida albicans oral - 7037). Amostras de
RAAT foram divididas (n=116), sendo 96 para o ensaio de biofilme e 20 para o ensaio de
viabilidade celular. Biofilmes mistos de Candida foram formados sobre as superficies das
amostras, e quantificados por meio de contagem de unidades formadoras de col6nias (UFCs).
Para o teste de viabilidade celular utilizou-se célula epitelial da linhagem HaCaT, determinada
pela coloracdo com resazurina. Os dados obtidos de UFCs e viabilidade celular foram

submetidos a analise estatistica ANOVA, seguida do teste de Tukey (p<0,05).

Resultados. As formulacGes fitoterdpicas a base de citronela apresentaram atividade

antifangica forte sobre as espécies de Candida e inibiram o crescimento do biofilme misto,
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apresentando uma reducgédo estatisticamente significativa na contagem de UFC/mL destes
fungos, principalmente quando submetidas ao tempo de exposicdo de 30 minutos. As
formulacGes fitoterdpicas testadas ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si,
apresentando viabilidade celular maior que 70%, diferentemente da clorexidina a 0,12%,

solugéo controle utilizada neste estudo.

Conclusdo. Foi possivel concluir que as formulages fitoterapicas a base de citronela
apresentaram efeito antifingico sobre o crescimento de diferentes espécies de Candida em
superficie de resina acrilica para proteses dentarias, e ndo apresentaram efeito citotoxico sobre

células da linhagem epitelial.

IMPLICACOES CLINICAS

Este estudo comprovou a eficicia de formulacbes & base de 6leo de citronela sobre biofilme
misto de importantes espécies fungicas relacionadas a estomatite protética. Diante dos
resultados de baixa citotoxicidade, estas formulagdes fitoterapicas poderiam ser uma alternativa
de principio ativo em diversos produtos, como solu¢cdes enxaguatorias, géis mucoadesivos e

desinfetantes para higienizacéo de proteses dentérias.
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INTRODUCAOQ?

O crescimento da populacédo idosa é uma realidade no cenério brasileiro e um fendémeno
mundial, consequentemente muitos pacientes usuarios de proteses sdo ou serdo idosos no
futuro. E fato que o uso de préteses dentarias favorece a retencdo de biofilme e o
desenvolvimento de infec¢des. Em virtude do processo de envelhecimento acarretar alteracdes
fisiologicas (senescéncia) e ser agravado por certas condigdes patoldgicas predisponentes
(senilidade), os idosos tendem a perder a capacidade funcional para as atividades diarias, sendo
a higiene bucal uma delas.*

Alguns fatores associados, como o declinio da resposta imunologica, a higiene bucal
deficiente e a diminuicdo da salivagdo pelo uso constante de medicamentos, favorecem a
proliferacdo de leveduras, contribuindo para a proliferacdo de Candida spp. na cavidade bucal
de idosos.* Esses microrganismos estdo normalmente presentes na cavidade bucal e,
geralmente ndo causam patologias. Porém, sob certas circunstancias, como em usuarios de
proteses dentérias em que o fluxo de oxigénio e saliva para o tecido subjacente é reduzido,® eles
podem agir como agentes infecciosos, causando o aparecimento de candidiase.® Geralmente
estas patologias sao tratadas a base de antifungicos poliénicos (nistatina) e azolicos (fluconazol,
miconazol, itraconazol). O uso indiscriminado de drogas antifungicas pode trazer como
consequéncia, a resisténcia destas cepas aos agentes antimicrobianos.®’ O miconazol interage
com outras drogas e induz alterac6es hepaticas. A nistatina tem um sabor desagradavel, e alguns
individuos apresentam desconforto gastrointestinal, como nauseas, vomitos e diarreia. Além
disso, a resisténcia a estes antifungicos de uso mais convencional entre as cepas clinicas, tem
sido amplamente descrita.®1*

A estomatite protética é frequentemente associada a colonizacdo microbiana da base
acrilica das proteses dentarias, favorecida pela higiene deficiente das mesmas e pelo alto nivel
de Candida spp. na saliva.'?*3 Candida albicans é a espécie flingica mais comumente associada
a estomatite protética, sendo responsavel por cerca de 24-75% dos casos de infeccdo.4*8
Estudos mostram que outras patologias podem estar associadas ao biofilme da prétese, como
por exemplo, infeccbes gastrointestinais e pulmonares, principalmente em pacientes
imunossuprimidos ou idosos, pela degluticdo e aspiracdo continua de microrganismos do
biofilme da proétese.’®?! Das varias propriedades de viruléncia do género C. albicans, a

formac&o de biofilme em superficies acrilicas desempenha um papel critico para a manutencéo

2 Esta tese apresenta-se em formato de artigo, de acordo com as normas do periddico Journal of Prosthetic
Dentistry — Anexo A
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da higiene oral.?>?® Biofilmes representam nichos exclusivos, onde os microrganismos sdo
envoltos em uma matriz extracelular, que os protegem da acao de agentes antimicrobianos, da
saliva e da prdpria resposta imune do hospedeiro.?#?> Estudos na literatura reportam a
investigacdo das caracteristicas de biofilmes mistos de multiplas espécies de Candida e a
interacdo entre elas.1326-2

A especie fungica Candida glabrata também representa uma ameacga aos usuarios de
préteses dentérias, visto que sua incidéncia é uma preocupacao crescente, e esta relacionada a
incidéncia de infecgdes sistémicas relacionadas ao género Candida, especialmente em pacientes
imunocomprometidos.33! As estomatites protéticas causadas pela espécie C. glabrata
apresentam uma maior dificuldade de tratamento, devido esta espécie ser intrinsecamente mais
resistente a classe dos agentes antifingicos azélicos, em comparacéo a espécie de C. albicans,
que apresenta maior susceptibilidade a este tipo de tratamento.®? Por outro lado, C. albicans
apresenta alguns fatores de viruléncia ausentes nas espécies de C. glabrata, como a capacidade
de formagcao de hifas na etapa de adesdo e formagcéo de biofilme.3

O controle de formacdo de biofilme é muito importante para manter a saide geral e da
cavidade oral dos usuarios de proteses. Isto deve ser promovido por meio de técnicas diarias de
higienizacdo, realizadas pelo proprio paciente. Essa rotina de higiene deve ser realizada por
meio de técnicas de limpeza mecénica intraoral e extraoral, por meio de enxaguatérios bucais
e solucBes desinfetantes com produtos quimicos, técnicas essas que se complementam. Dentre
as solucbes quimicas comercialmente disponiveis, tanto para uso intraoral quanto extraoral,
destaca-se a solucdo de clorexidina, devido a sua acdo antisséptica, antifungica e bacteriostatica,
impedindo a proliferagcdo de microrganismos.3*35 Entretanto, o uso da clorexidina tem que ser
indicado com cautela, visto que existem efeitos adversos quando utilizada em longo prazo,
como por exemplo, o0 manchamento de dentes artificiais e os materiais da base da prétese,6-38
alteracéo do paladar,®4° citotoxicidade,** além de descamacédo da mucosa oral.*? Dessa forma,
a busca por métodos alternativos de desinfecc¢do, com solucgdes que nédo alterem as propriedades
do material e que sejam inertes para o0 seu usuario torna-se essencial.

Assim, é desejavel promover a salde por meio de terapias naturais ou alternativas, tais
como a utilizacao de fitoterapicos. A fitoterapia, destaca-se como alternativa em potencial a ser
pesquisada, dada a sua aplicabilidade na Odontologia. A planta conhecida como citronela
(Cymbopogon nardus) é utilizada para a extracdo de 6leo essencial, muito utilizado como
repelente de insetos, tendo como principais componentes quimicos, o citronelal, o citronelol e
o nerol, que sdo antissépticos, dai seu extenso uso em sabdes e desinfetantes domésticos.*3-4

Estudos mostram sua efetividade tanto em uso isolado quanto sinergicamente, com uma boa
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eficacia antimicrobiana®3#74® e baixa citotoxicidade em certas concentracdes.*® Estudos
também comprovam seu uso como agente desinfetante de préteses buco-maxilo-faciais.*°°
Nesse sentido, a citronela é considerada como uma planta de acéo antibacteriana e antifingica
potencial, abrindo novas perspectivas de controle de infeccdo humana.

Os 0leos essenciais sdo compostos aromaticos, formados por hidrocarbonetos, que
possuem uma diversidade de grupos funcionais, extraidos das plantas através de algum processo
fisico especifico (geralmente hidrodestilagdo), e ttm como principal carateristica o fato de, em
sua maioria, serem altamente volateis. Assim, a otimizacdo da formulacéo de forma a obter um
sistema eficiente para encapsular seus principios ativos e libera-los de forma controlada, faz-se
necessario. Para se obter maior estabilidade das solucdes a base de 0leos essenciais, uma das
opgdes é sua formulagdo em forma de emulsdes e/ou nanoemulsdes, visando uma melhor
eficécia terapéutica e proporcionando melhores mecanismos de estabilizacdo das propriedades
destes produtos.5:52

Uma emulsdo € uma dispersdo coloidal de um liquido em outro liquido, no qual o
primeiro € imiscivel. As nanoemulsdes sdo sistemas nanoestruturados usados para o
carreamento de drogas, atuam aumentando a biodisponibilidade e a permeacdo através das
barreiras biologicas, enquanto mantém uma liberacdo controlada da droga e as protegem contra
os mecanismos de degradacéo.>®%* Estudos prévios publicados na literatura cientifica relatam
diferentes tamanhos de particulas para as nanoemulsGes, podendo apresentar faixas de
variagdes de 10 nm até 500 nm.>5-57

Para permitir que um 0leo seja disperso em agua, é necessario adicionar uma molécula
anfifilica para garantir estabilidade. Do contrério, as goticulas de 6leo se colidem, fundindo
entre si, ou seja, elas coalescem.®® A goma xantana é um aditivo alimentar utilizado na
fabricagdo de diversos produtos, sendo um tipo de carboidrato proveniente de uma bactéria ndo
patogénica, a Xanthomonas campestris. Apos um processo industrial, essa goma é solidificada
com a adicéo de alcool isopropilico e transformada em um p6 branco que da origem a goma
xantana propriamente dita, sendo utilizada como espessante, emulsificante e estabilizante,
podendo melhorar a textura, consisténcia, sabor, prazo de validade e aparéncia de muitos
produtos. Dessa forma, ela estabiliza os alimentos, ajudando a suportar diferentes temperaturas
e niveis de pH.>®

Com base nestas informacdes, a utilizacdo do 6leo essencial de citronela nas formas
de emulsdo ou nanoemulséo, ainda ndo foram testadas, podendo apresentar vantagens, como o

aumento da eficcia antimicrobiana e a maior estabilidade das formulagdes.®® Neste contexto,
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percebe-se a necessidade da realizacdo de estudos que investiguem a acdo antiflngica de
formulaces a base de citronela, na busca por maior eficacia e menor efeito citotoxico.

O propdsito deste estudo foi avaliar in vitro, a acdo antifungica de formulages a base
do oleo de citronela em biofilmes mistos de espécie de Candida em resina acrilica para base
protética por meio de contagem do nimero de unidades formadoras de coldnias (UFC/mL), em
dois tempos de exposicdo e avaliar a citotoxicidade das formula¢fes em células da linhagem
epitelial HaCat. As hipoteses testadas foram as de que as formulagdes utilizadas apresentariam
acdo antifungica e inibiriam o crescimento das espécies de Candida em amostras de RAAT, e

ndo apresentariam toxicidade para as células superior a da clorexidina a 0,12%.

MATERIAIS E METODOS

Nanoemulsao contendo 6leo essencial de citronela

A formulacéo foi feita de acordo com Duarte et al®* com modificacGes, no Laboratério
de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de Araraquara. Uma formulagéo contendo 5 mg/mL (p/p)
de 6leo essencial de citronela (OE), concentracdo definida atraves de estudos previos com o
6leo puro, polissorbato 20 (Tween 20) na proporgdo tensoativo: 6leo 1:1 e dgua q.s.p. 10 g foi
proporcionada. O 6leo e o tensoativo foram pesados em um frasco de vidro e homogeneizados
em agitador magnético. Em seguida foi adicionada a fase aquosa sob gotejamento obtendo-se
entdo a pré-emulsdo. Esta foi sonicada por 2 minutos, com pulse on de 1 minuto e pulse of de
30 s (Anexo B e C).

Emulsao contendo 6leo essencial de citronela

Foi preparada uma emulsdo de citronela diluida em goma xantana. Para isso, 0,5 g de
goma xantana malha 200 foi dispersa em 100 mL de agua destilada. Essa solucdo foi mantida
em repouso por 16 horas em temperatura ambiente, sendo posteriormente esterilizada em
autoclave a vapor (Phoenix Luferco) a 127°C por 20 minutos. Para o preparo da emulsdo, foi
feito o resfriamento da solucéo contendo goma xantana, e adicionado 6leo essencial de citronela
(OE) a fim de obter-se uma concentracéo final de 8 mg/mL de OE. A mistura foi dispersa em

dispersor mecanico, 2000 rpm por 30 minutos em temperatura ambiente. A emulsdo final foi
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armazenada em tubos de centrifugacdo de 50 mL, envoltos por papel aluminio a 4 °C (Anexo
BeC).

Efeito antifingico em cultura planctdnica por meio de ensaios de microdiluicdo em caldo
para obtencdo da concentragdo inibitoria minima (CIM) e concentracdo fungicida
minima (CFM)

Inicialmente, curvas de crescimento foram realizadas para as espécies fungicas com a
finalidade de identificar o nimero de horas necessarias para estas atingirem suas fases de maior
multiplicagdo celular (fase log ou exponencial). Os ensaios para obtencdo da CIM para a
citronela foram realizados pelo método de microdilui¢ao usando microplacas de 96 pogos
estéreis (Kasvi), baseados nas normas do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI:M27-2A) com modificacdes.®> As cepas de Candida foram reativadas em meio
Sabouraud Dextrose Agar (SDA; Difco) por 24 horas. Cerca de 5 colénias foram inoculadas
em tubo de ensaio contendo 5 mL de caldo Sabouraud e incubado em estufa por 24 horas. Apds
esse periodo, 500 L de cada cultura dos microrganismos foi inoculado em outro tubo contendo
5 mL de um novo caldo Sabouraud fresco. A cada 2 horas foram realizadas leituras da densidade
Optica (DO) no espectrofotdbmetro a 550 nm (Eon Microplate; BioTek), até o valor da leitura se
estabilizar. Estas culturas foram plaqueadas em meio especifico para obtencdo dos valores de
Unidades Formadoras de Col6nias/mL (UFC/mL). Foi definido o valor de densidade dptica
(DO) de 0,3 (10% UFC/mL). Em seguida, um in6culo de 50 puL de cada cepa contendo meio
caldo Sabouraud fresco ja ajustado na densidade Optica e concentracao adequada foi incubado
em 50 pL da diluicdo seriada das solugdes fitoterapicas contendo citronela (emulsdo e
nanoemulsdo de citronela), iniciando com a concentracdo de 4 mg/mL para a emulséo, e 2,5
mg/mL para a nanoemulsdo, no primeiro pogo. Apds incubacdo por 24 horas a 37 °C em
condicdes de aerobiose, as placas de microtitulacdo foram analisadas a 595 nm em um leitor de
microplacas modelo 3550-UV (Bio-Rad) ap6s a aplicagdo de uma solucdo de resazurina
(Sigma) a 5 pg/mL por 3 horas.

Suspensdes microbianas foram incubadas com clorexidina 0,12% ou sem a presenca
das solucdes fitoterapicas de citronela, como controles positivo e negativo, respectivamente. A
CIM foi definida como a menor concentracdo das solucGes fitoterapicas testadas e da
clorexidina em que ndo houvesse crescimento detectavel (coloragdo azul da viragem da
resazurina). Os meios contendo a CIM e duas concentracdes maiores foram diluidas

seriadamente e plaqueadas em meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA; Difco) e incubadas a 37
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°C por 24 horas em condigdes de aerobiose para obtencdo da CFM. Foi realizada a contagem
das UFCs com auxilio de estereomicroscopio binocular (Labomed) e determinado o nimero de
UFC/mL. A concentracdo fungicida minima (CFM) foi determinada quando as solugdes
mataram 100% das espécies de Candida testadas. Para os ensaios subsequentes de biofilme, as
solugdes a base de citronela foram formuladas com o equivalente a 10x o CFM.*® Todos o0s

ensaios foram realizados em quadruplicata e em dois dias independentes, perfazendo um n = 8.

Confeccdo das amostras em resina acrilica ativada termicamente (RAAT)#6.63

Foram confeccionadas 116 amostras de RAAT (VipiCril Plus; VIPI Produtos
Odontoldgicos), sendo 96 para o ensaio de biofilme e 20 para o ensaio de viabilidade celular.
Foi utilizada uma matriz metélica vazada na espessura de 3 mm, contendo em seu interior 10
compartimentos circulares, com dimensdes de 10 mm de didmetro cada (n=10). Apds a incluséo
em mufla e manipulacdo da RAAT, a mesma foi polimerizada pelo método convencional, de
acordo com o fabricante. Em seguida as amostras foram submetidas ao polimento em uma
politriz universal semi-automatica (Arotec S.A. Ind Com), utilizando-se lixas metalograficas
com diferentes granulagdes (#400, #600, #800 e #1200; Buehler), sendo finalizadas com
solucdo diamantada em disco de feltro. Em seguida foi realizada a padronizacdo da espessura
das amostras numa faixa de 2,5 a 2,6 mm, utilizando a lixa de granulacdo 400 com auxilio de
um paquimetro digital (Mitutoyo Sul Americana Ltda). Por fim, as amostras foram submetidas
a limpeza em ultrassom (Ultracleaner 1400; UNIQUE) por 20 minutos em &gua destilada, para
remocao de possiveis debris na superficie da resina, e apds isso foram deixadas ao ar livre para
secagem (ANEXO D).

Determinacéo dos grupos do estudo

As seguintes cepas de referéncia da American Type Culture Collection (ATCC) foram utilizadas
neste estudo: Candida albicans (ATCC 26790) e Candida glabrata (ATCC 2001), fornecidas
pelo Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, e duas cepas clinicas também foram utilizadas:
Candida albicans oral (6892) e Candida albicans oral (7037), cedidas pela Faculdade de
Medicina de Rio Preto — FAMERP.
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As 96 amostras de RAAT foram divididas nas placas de 24 pogos, em 6 grupos (n=4
amostras por grupo, por ensaio), perfazendo dois ensaios independentes (n=8 no total), para
cada tempo de tratamento (15 e 30 minutos): Gl - controle negativo (Biofilme misto C. albicans
ATCC + C. glabrata ATCC + C. albicans oral 6892 + C. albicans oral 7037); GlI-
Nanoemulsdo de Citronela 5mg/mL; GllI- Controle da Nanoemulsdo (Tween 20); GIV-
Emulséo de Citronela 5mg/mL; GV- Controle da Emulsdo (Goma Xantana); GVI- Clorexidina
0,12% (Periogard). As amostras foram coladas com fita dupla face no interior dos pocos das
placas de poliestireno e esterilizadas com éxido de etileno (Oximed, S&o José do Rio Preto, SP,
Brasil), para serem posteriormente submetidas aos ensaios. Os tempos de tratamentos foram
simulados baseados no tempo de desinfeccdo quimica sugeridos pela literatura para proteses

dentéarias.54.65

Ensaios de biofilme

Cepas e condicdes de crescimento®3.66

Apo6s o conhecimento da DO dos microrganismos, estabelecida por curva de
crescimento, iniciou-se os testes de ensaio de biofilme. As espécies de Candida foram
descongeladas e repicadas em Agar Sabouraud Dextrose para reativacio, da mesma maneira
em que foi realizada nas curvas de crescimento. Logo apés a reativacdo, uma alcada de cada
cepa foi coletada das placas e inoculadas em 5 mL de meio Sabouraud caldo e entdo, mantidos
em estufa de aerobiose (O2) por 24 horas, a 37 °C.

Apos o periodo de incubagdo foram retirados 500 pL do overnight das espécies de
Candida e adicionados em um tubo novo, um para cada espécie, contendo 5 mL de caldo
Sabouraud dextrose para crescimento de células novas e obtencdo da DO em 0,3 nm como
estabelecido nas curvas de crescimento. A DO foi atingida entre 2 a 3 horas. Apo0s isso, cada
espécie foi diluida para ajuste de quantidade de células (102 células/mL). Foram utilizadas as
seguintes diluicdes: C. albicans (ATCC 26790) - Diluicdo 1000x, C. albicans oral — (6892):
Diluicdo 1000x, C. albicans oral — (7037): Dilui¢do 1000x, C. glabrata (ATCC 2001): Diluicao
10000x. Foi realizada a pré-adesdo com saliva artificial sobre as superficies das amostras de
RAAT previamente coladas no interior de pocos de placas de poliestireno (24 pogos) por 2
horas em incubacdo. A saliva artificial foi manipulada tendo em sua composic¢éo, para cada 1
litro de d4gua deionizada, os seguintes ingredientes: 2 g de extrato de levedura (Sigma-Aldrich),

5 g de peptona bacterioldgica (Sigma-Aldrich), 2 g de glicose (Sigma-Aldrich), 1 g de mucina
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de estbmago de porco (Sigma-Aldrich), 0,35 g de NaCl (Sigma-Aldrich), 0,2 g de CaCl:
(Sigma-Aldrich) e 0,2 g de KCI (Sigma-Aldrich).%’

Ap0s o ajuste de células de todas as cepas de Candida, foi adicionado 250 pL de
cultura de cada espécie ajustada nos pocos contendo as amostras, totalizando um volume final
de 1 mL de in6culo misto por poco (n=4 em cada grupo). As placas foram levadas em agitadora
orbital a 120-130 rpm, em 37 °C por 24 horas.

Tratamento do biofilme misto com as solucdes fitoterapicas

Apos a formagdo do biofilme misto foi realizado o tratamento com as solugdes
fitoterdpicas contendo 6leo de citronela e a solucdo de clorexidina a 0,12% como controle.
Passadas as 24 horas, foi feita a remocao da cultura de cada pogo contendo as amostras, e
inserido 1 mL de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7) para lavar as células e
remover as que nao foram aderidas. Em seguida, as amostras foram transferidas para uma nova
placa de 24 pocos com o auxilio de pincas estéreis.

Para o tratamento foi inserido 1 mL de cada solucdo fitoterapica e os controles
(nanoemulséo a 5 mg/mL, controle da nanoemulsdo, emulséo de citronela a 5 mg/mL, controle
da emuls&o e clorexidina 0,12%), nos pocos respectivos de cada grupo, contendo as amostras
(n=4 em cada grupo), para cada ensaio independente (Fig.1). No grupo controle foi adicionado
apenas a solucéo salina. Estas solugdes foram testadas no tempo de 15 e 30 minutos, simulando
a desinfeccdo de proteses dentarias e/ou 0 uso das mesmas como produtos antissépticos orais,
na forma de géis ou pomadas mucoadesivas. Apds as solugdes estarem em contato com as
amostras contendo o biofilme, elas foram levadas em agitadora orbital 120-130 rpm a 37 °C
pelo tempo determinado (15 e 30 minutos).

Apds o tempo estabelecido, as solucgdes de tratamento foram removidas de cada poco,
e 1 mL de solucdo salina foi inserida para possibilitar a raspagem do biofilme (10x) das
amostras. Este conteudo foi inserido em microtubos do tipo eppendorf, e foram levados para
centrifugacdo (8000 rpm — 5 minutos). Em seguida, foi feita a remogéo do sobrenadante, e 0
pellet foi ressuspendido em solugéo salina, e agitado vigorosamente com o auxilio de um vortex,
seguido do plagueamento para contagem de UFC/mL. Os experimentos foram realizados em

dois ensaios independentes.

Quantificacdo das células viaveis
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O ndmero de células vidveis dos biofilmes formados nas amostras de RAAT, na
presenca das solucdes fitoterapicas foi avaliado por contagem de unidades formadoras de
coldnias (UFCs/mL). Suspensdes de biofilme (20 pL de cultura para 180 pL de solugdo tampao
PBS) foram vigorosamente agitadas durante 90 s e dilui¢cbes decimais seriadas (em PBS; pH 7,
0,1 mol L-1) foram plaqueadas em Agar Sabouraud Dextrose (ASD; Difco) para contagem de
coldnias de Candida. Apds 24 horas de incubacéo das placas para crescimento em estufa de Oz,

a 37 °C, o numero de UFCs/mL foi contado manualmente.

Ensaio de Viabilidade Celular (Citotoxicidade)
Determinacéo dos grupos do estudo

As 20 amostras de RAAT foram divididas nas placas de 24 pogos (Fig. 2), em 5 grupos
(n=2), perfazendo dois ensaios independentes (n=4 no total): GI- Nanoemulsdo de Citronela
5mg/mL; GlI- Controle da Nanoemulsdo (Tween 20); GllI- Emulsdo de Citronela 5mg/mL;
GIV- Controle da Emulsdo (Goma Xantana); GV- Clorexidina 0,12% (Periogard).

Condigoes de crescimento celular

Foi realizado o teste de viabilidade celular utilizando célula epitelial da linhagem
HaCaT. As células HaCaT foram cultivadas em meio Dulbecco's modified Eagle's medium
(DMEM; Gibco BRL) contendo 10% de soro fetal de vitelo e 100 ug mL-1 de penicilina
Glestreptomicina. As células foram cultivadas a 37 °C em 5% de CO: até atingirem a
confluéncia de 80%. As células epiteliais foram desprendidas apos tratamento com tripsina-
EDTA (TrypLETM Expressar; Life Technologies Inc.) a 37 °C por 5 minutos. Em seguida, 3x
o volume de DMEM foi adicionado e a cultura celular foi coletada em tubos e centrifugadas a
500 xg durante 5 minutos. Posteriormente, as células foram ressuspendidas em meio DMEM
fresco, contadas em camara de Newbauer e distribuidas em uma microplaca de 96 pogos (200

uL/pogo, 1x10* células/mL), incubadas a 37 °C em 5% de CO, por 24 horas.

Aplicacéo das formulagdes

As amostras de RAAT foram posicionadas no interior de cada poco da placa de 24 pocos
contendo 1 mL das solucdes fitoterapicas e solucéo de controle positivo (solucao de clorexidina

a 0,12%) e foram incubadas a temperatura ambiente. Decorrido a exposi¢do das amostras aos
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tratamentos, as mesmas foram levadas em contato com discos de papel absorvente por 5s para
remocao do excesso de liquido, sem seca-las completamente, e entdo transferidas para um novo
poc¢o contendo 1 mL de DMEM. Esta etapa corresponde a utilizacdo da prétese pelo paciente,
apos a remocao da mesma da solucdo desinfetante ou antisséptica, sendo recolocada em contato
com a mucosa ainda apresentando alguns residuos da solugdo. Em seguida, foi realizada as
diluicGes seriadas de 1, 1/2, ¥%. Apbs 24 horas do plantio da HaCat em placas de 96 pocos,
removeu-se 0 meio de cultura e posteriormente foi aplicado 200 uL de cada formulacdo apds
as diluicdes realizadas previamente na placa de 24 pogos. As células ficaram em contato com

essas formulagdes pelo periodo de 12 horas.
Determinacéo da viabilidade celular

A determinagdo da viabilidade celular foi realizada por meio da coloragdo com
resazurina. Apés a exposicao aos fitoterapicos, os meios de cada pogo foram aspirados e
substituidos por 200 pL de uma solugéo de resazurina estéril (70 uM; Sigma Aldrich), para que
entdo as células fossem incubadas a 37°C em 5% de CO2 durante 4 horas, protegidos da luz.%®
Posteriormente, A solugéo foi transferida para uma placa de 96 pogos para medir a D.O. a 570
nm em um espectrofotometro (Eon Microplate; BioTek). O controle negativo (DMEM) foi

definido como 100% de viabilidade celular. Os experimentos foram realizados em duplicata.®®
Forma de andlise dos dados

Os dados de contagem microbiana obtidos para o ensaio de biofilme foram convertidos
em Log (UFC/mL). Os mesmos foram analisados quanto a sua homogeneidade (Shapiro
Wilks), a fim de determinar se provinham ou ndo de uma distribuicdo normal. Como a
distribuicdo dos dados foi paramétrica, a anélise de variancia (ANOVA) foi aplicada, seguido
do teste de Tukey-Kramer (0=.05). Para os dados obtidos no teste de viabilidade celular, como
0s mesmos apresentaram uma distribuicdo normal, a andlise de variancia (ANOVA) foi
aplicada, seguida do teste de Tukey-Kramer (0=.05), utilizando-se 0 programa IBM SPSS 20.0
(IBM; Armonk).

RESULTADOS

Na Tabela 1 é possivel observar os valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) e

concentracdo fungicida minima (CFM) para os fungos testados. Os valores encontrados
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variaram entre 0,156-1mg/mL. Na Tabela 2, pode-se observar a quantificagéo do biofilme sobre
as amostras de RAAT em Log UFC/mL, sendo que o Gl (controle negativo) apresentou uma
média de 6,28 para o tempo de 15 minutos, e 6,01 para o tempo de 30 minutos. As menores
contagens de Log UFC/mL foram as obtidas pelos biofilmes tratados com a solucdo de
clorexidina a 0,12% (GVI- Periogard - controle positivo), com valor médio de 0.01, seguido
dos tratamentos com as solucOes teste. Foi possivel notar que houve diferenca estatistica
significativa entre os valores de Log UFC/mL das solugdes de nanoemulséo de citronela a 5
mg/mL (NC) e emulséo de citronela a 5 mg/mL (EC) utilizadas em biofilme misto de Candida
e 0 grupo controle negativo (C), para ambos os tempos testados, de 15 e 30 minutos, sem
diferenca estatistica entre as solugdes. Nota-se também, que houve diferenca estatistica entre
0s tempos de imersdo, para a emulsdo de citronela (EC), demonstrando uma maior eficécia da
solucéo no tempo de 30 minutos de imerséo, reduzindo a contagem do biofilme de 4,33 para
3,3 (Log UFC/mL). Dessa forma, os melhores resultados de eficacia antifingica, para ambas
as solugdes teste, foram os obtidos com o tempo de 30 minutos. Ndo houve redugéo
estatisticamente significativa do biofilme em relacdo ao controle negativo (Gl), quando os

grupos controles da emulsédo (GV) e nanoemulsdo (GII1) foram utilizados.

Na Figura 3, estdo apresentados os resultados da porcentagem de viabilidade celular
ap6s diluicBes seriadas do residuo das formulaces nas amostras de RAAT. E possivel observar
que todas as formulacOes testadas nas diluicdes de 1, “2 e Y2 ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre si, e apresentaram viabilidade celular maior que 70%, exceto para 0 grupo
controle positivo (clorexidina a 0.12% - Periogard) que apresentou diferenca estatistica
significativa nas diluices 1 e Y%, apresentando uma menor viabilidade celular quando
comparada as solucdes fitoterapicas a base de citronela. A diluicdo 1 apresentou valor abaixo
de 70% de viabilidade celular. Ja a diluicdo de ¥ foi semelhante as demais solugdes testadas,

ndo apresentando diferenca estatistica significativa.

DISCUSSAO

A hipdétese deste estudo de que as formulac6es utilizadas inibiriam o crescimento das
diferentes cepas de Candida testadas foi aceita, comprovando o efeito antifingico do 6leo
essencial de citronela. Ficou evidente, com base nos resultados, que tanto a emuls@o quanto a
nanoemulsdo de citronela possuem atividade inibitoria sobre espécies de Candida. Das duas

solucBes fitoterdpicas analisadas, nanoemulsdo e emulsdo de citronela, ambas inibiram o
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crescimento do biofilme misto de espécies de Candida, apresentando uma reducédo
estatisticamente significativa na contagem de UFC/mL destes fungos, principalmente quando
submetidas a um tempo maior de exposi¢do (30 minutos). Estes resultados encontrados séo
semelhantes e corroboram com estudos publicados na literatura, que investigaram a eficacia e
acdo antifungica do dleo essencial da planta Cymbopogon nardus em diferentes espécies de

Candida.46:49.70.71

As formulacdes de nanoemulsdo e emulsdo a base de 6leo de citronela demonstraram
diferentes graus de inibigdo das espécies de Candida conforme evidenciado pelos valores de
CIM/CFM. Os valores encontrados no presente estudo variaram entre 0,156-1 mg/mL para 0s
fungos testados, achados que corroboram com os resultados revelados por De Toledo et al,”*
que avaliou o efeito antifingico do 6leo essencial de citronela (Cymbopogon nardus) em
diferentes cepas padréo e clinicas de Candida (C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis,
and C. parapsilosis), encontrando uma faixa de valores semelhantes de CIM/CFM que variaram
entre 250-1000 pg/mL. De acordo com a literatura, a atividade antifungica dos produtos é
considerada ativa ou inativa, conforme os seguintes valores de CIM: 50-500 pg/mL, atividade
forte/6tima; 600-1500 pg/mL, atividade moderada; acima de 1500 pg/mL, atividade fraca ou
produto inativo.”>7* Assim, de acordo com esses dados supracitados, tanto a emulsdo quanto a

nanoemulsdo de citronela apresentaram atividade antifungica forte ou 6tima de CIM.

Foi possivel observar no presente estudo que os valores de CIM obtidos com o uso da
nanoemuls&o de citronela (0,156-0,312 mg/mL), foram semelhantes a de outro estudo®? em que
se observou o efeito antimicrobiano e antibiofilme de nanoemulsdes contendo 6leo essencial de
Cymbopogon flexuosos, em comparacdo com o 6leo em sua forma pura. O 6leo puro apresentou
atividade contra C. albicans na concentracdo de 1220 ug/mL, e a nanoemuls&o na concentragao
de 280 pg/mL, enquanto as nanoemulsdes em branco, sem a presenca do 6leo essencial, ndo
apresentaram atividade antimicrobiana, assim como os resultados observados no presente
estudo. Os autores concluiram que o nanoencapsulamento do 6leo melhorou a capacidade
antimicrobiana do fitoterapico testado. Estes resultados podem ser justificados devido ao
pequeno tamanho das particulas da nanoemulsao, que possibilita uma maior area superficial
especifica, permitindo uma maior interacdo do tratamento com a célula microbiana’™, e o
aumento da atividade antimicrobiana das nanoemulsGes pode estar relacionada com uma

possivel protecdo contra a volatilizacdo e degradacdo do 6leo.5?
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O uso da nanotecnologia como alternativa para melhorar a atividade antifingica de
produtos naturais tem se mostrado promissora. Gaspar de Toledo et al’® avaliaram in vitro e in
vivo a atividade do 6leo essencial de Cymbopogon nardus incorporados em um sistema de
microemulsdo em espécies fungicas de Candida albicans ATCC e uma cepa clinica de
candidiase vaginal. Os valores encontrados de CIM para a microemulsédo de citronela foram de
31,2 ug/mL contra a espécie de Candida ATCC e de 62,5 ug/mL para a cepa clinica. Também
foi relatado que a solugcdo em branco de microemulsdo de citronela ndo interferiu no
crescimento do fungo e ndo apresentou atividade antifungica, resultados semelhantes aos

encontrados no presente estudo.

EmulsBes de 6leo em &gua sdo amplamente utilizadas em produtos farmacéuticos,
cosmeéticos e alimentos. O contato das goticulas de 6leo essencial com a agua € energeticamente
desfavoravel. Porém, com o uso de agentes emulsificantes, ha uma permissao de estabilizacao
do 6leo e uma disperséo favoravel.””’8 Para a formulagdo da emulséo de citronela, investigada
no presente estudo, foi utilizada goma xantana, um polissacarideo produzido por Xanthomonas
campestres, emulsificante e estabilizante a base de agua muito utilizado na indudstria
alimenticia, apresentando uma boa estabilidade sobre diferentes faixas de temperatura e pH."®
81 A emulsdo de citronela diluida em goma xantana demonstrou resultados satisfatérios e boa
acdo antifangica e antibiofilme, permitindo uma maior estabilidade do 6leo e preservando seu

potencial efeito.

Um estudo realizado por Riquelme et al.8 teve como objetivo analisar o comportamento
de diferentes sistemas de emulsGes com diferentes tamanhos de particulas (nanoemulsdes e
emulsdes) quando submetidas a simulacéo de condicGes orais, com influéncia da saliva, pH e
temperatura, em suas propriedades fisicas e reolégicas. Um dos agentes espessantes
investigados no estudo foi a goma xantana. Foi observado que o uso desse emulsificante
manteve o tamanho das particulas estaveis durante a simulacéo in vitro devido & formagéo de
uma rede estruturada que manteve as goticulas de 6leo resistentes a coalescéncia sob condicdes

orais.

A outra hipotese deste estudo de que as formulagGes inibiriam o crescimento das
espécies de Candida em amostras de RAAT foi aceita, comprovando o efeito antibiofilme das
formulagBes a base de citronela. Ficou evidente nos resultados encontrados que ambas as
formulagdes testadas, tanto a nanoemulsdo quanto emulsdo, reduziram a contagem de Log

UFC/mL nos biofilmes mistos formados. A maior atividade antifungica ocorreu para 0 grupo
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de emulséo de citronela a 5mg/mL no tempo experimental de 30 minutos, reduzindo a contagem
de biofilme em 45,09%, seguido da solucdo de nanoemulsdo de citronela a 5mg/mL, que
apresentou reducdo de aproximadamente 34,94%. Em um estudo realizado por
Choonharuangdej et al® foi avaliada a eficacia do 6leo essencial de cinnamon (Cinnamomum
zeylanicum) e lemongrass (Cymbopogon citratus) em biofilmes de Candida albicans em
superficies de resinas acrilicas. Os autores concluiram que os 6leos testados sdo capazes de
eliminar e restringir a formacdo do fungo sobre as amostras, e que os efeitos dependeram da
dose e do tempo de exposicdo. Estas informacdes corroboram com os achados no presente
estudo, em que foi possivel observar resultados mais eficazes no tempo de 30 minutos de

exposicdo aos fitoterapicos.

A atividade antifungica da planta Cymbopogon nardus acontece pela presenca de
alguns principios ativos, como os monoterpenos (citronelal, nerol, geraniol e citronelol),
constituintes do 0Oleo de citronela. Estes principios possuem eficacia evidenciada em estudos
prévios da literatura.*3477! E relatado que o mecanismo de acio desses compostos ocorra pelo
aumento da fluidez e permeabilidade da membrana dos microrganismos, induzindo disturbios
ou lise celular.8* Estudos evidenciam a acdo e eficacia do geraniol e citronelal em espécies de
C. albicans e outras espécies de Candida, justificando a alta efetividade das solugdes a base de
citronela neste estudo.*>#68 Assim, os monotorpenos encontrados no 6leo de citronela
possivelmente causaram alteracdes na membrana dos fungos investigados, reduzindo sua

proliferacdo.

A hipoétese de que as formulacBes de citronela ndo apresentariam toxicidade para as
células foi aceita. Ficou evidente observando-se os resultados do presente estudo de que as
solucBes investigadas ndo apresentaram comportamento citotoxico para células epiteliais da
linhagem HaCat utilizando as concentragdes de 5mg/mL, sendo este fato importante para
complementar os resultados de efetividade antifingica e antibiofilme destas solugdes. Estudos
in vitro publicados na literatura relatam que o uso de solugdes nanoparticuladas na presenca de
6leos essenciais proporcionam uma maior viabilidade celular quando comparadas ao 6leo
puro,8-8 resultados que corroboram com o presente estudo, em que os valores de viabilidade
celular situaram-se acima de 70%.Vale ressaltar que simulou-se o contato da protese com a
mucosa apos a remocdo da mesma da solugdo desinfetante, ou seja, apresentando apenas

umidade ou poucos residuos das solucGes em sua superficie.
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A solugdo de clorexidina a 0,12% utilizada no ensaio de citotoxicidade como controle,
apresentou valores inferiores de viabilidade celular quando comparadas as demais solucdes
fitoterapicas. Resultados semelhantes foram relatados na literatura, demonstrando seu efeito
citotoxico in vitro, ndo apenas em células epiteliais, como também em fibroblastos e células de
ligamento periodontal .8 Mesmo apresentando efeitos toxicos, a clorexidina é uma das solucdes
comerciais mais empregadas para realizacao de bochechos e também como solugéo desinfetante
de proteses, podendo neste caso, ser utilizada uma concentracdo mais alta ainda (2%), sendo

considerada padréo ouro na Odontologia. #9091

Estas observacdes sdo particularmente importantes devido ao aumento da incidéncia de
infeccOes orais, especialmente por outras espécies de Candida, como a C. tropicalis, C.
glabrata e C. guilliermondii, que séo resistentes a agentes antiflingicos.% Além deste fato, as
solucdes desinfetantes comercialmente disponiveis, como o hipoclorito de sodio e a propria
clorexidina, causam alteracbes nas propriedades dos materiais odontoldgicos, como
descoloracdo e manchamento.®” Por estas razOes, o estudo das propriedades das solucoes
fitoterapicas naturais é promissor para a prevencao da estomatite relacionada com proteses
dentérias, representando um método alternativo em reduzir a colonizagdo por Candida em
materiais protéticos. Embora o enfoque deste estudo tenha sido sobre solucGes desinfetantes
extraorais, muitas outras possibilidades de uso destas formulagdes poderéo ser investigadas a
partir desses resultados, como por exemplo, em solugfes enxaguatorias ou antissépticos bucais,
géis mucoadesivos, pomadas antifungicas, etc. Estudos futuros ainda serdo necessarios no
sentido de otimizar o efeito antimicrobiano das formulacdes a base do 6leo essencial de
citronela, por meio do sinergismo com outros extratos naturais e/ou compostos sintéticos ou

aumentando-se a concentracdo dos principios ativos.

CONCLUSOES

Com base nos resultados deste estudo, concluiu-se que as formulagfes a base de
citronela apresentaram efeito antifingico sobre o crescimento de diferentes espécies de
Candida em superficie de resina acrilica para préoteses dentérias, e ndo apresentaram efeito

citotoxico sobre celulas da linhagem epitelial.
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TABELAS

Tabela 1 - Valores de CIM e CFM obtidos para as soluces fitoterapicas.

Espécies de Candida

C. albicans (ATCC 26790)

C. albicans — (oral - 6892)

C. albicans — (oral - 7037)

C. glabrata (ATCC 2001)

Nanoemulsao de citronela

CIM

0,312 mg/mL

0,312 mg/mL

0,312 mg/mL

0,156 mg/mL

CFM

0,625 mg/mL

0,625 mg/mL

0,625 mg/mL

0,312 mg/mL

Emulsao de citronela

CIM

0,5 mg/mL

0,5 mg/mL

0,25 mg/mL

0,5 mg/mL

CFM

0,5 mg/mL

1 mg/mL

0,5 mg/mL

0,5 mg/mL
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Tabela 2 - Valores médios (desvio padrao) da contagem de biofilme misto em Log (UFC/mL)

nas amostras de RAAT, ap6s imersao nas formulacdes desinfetantes, nos diferentes tempos.

15 minutos
GRUPOS Log (UFC/mL) Reducéo
Média/DP em Log (%)*

Gl- Controle Negativo 6,28 / (0,12) A8 2 -
(Biofilme misto)

GI1- Nanoemulsao de

Citronela a 5mg/mL 4,22 /(0,56) ©2 2,06 (32,80%)
GllII- Controle da 6,48/(0,12) A2 -
Nanoemulsao

GIV- Emulséo de 4,33/ (0,36) ©2 1,95 (31,50%)
Citronela a 5mg/mL

GV- Controle da 5,66/ (0,48) B:2 -
Emulséo

GVI- Controle 0,01/ (0,01) P2 6,27 (100%)

Positivo (CHX 0.12%)

30 minutos

Log (UFC/mL)
Média/DP

6,01/ (0,55) A8 2

3,91/ (0,45) C-@

6,44/ (0,10) A2

3,30/ (0,38) b

5,52/ (0,28) B

0,01/ (0,01) P2

Reducdo em
Log (%0)*

2,10 (34,94%)

2,71 (45,09%)

6,00 (100%)

Nota: Letras maiUsculas diferentes na coluna mostram diferenca entre os grupos e letras minudsculas na linha
mostram diferenca entre os tempos de imersao, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05)

* 9% de reducdo em relacédo a média do controle negativo



FIGURAS

Figura 1 — Amostras de RAAT posicionadas na placa de 24 pogos em contato com as

formulacGes de tratamento apés a formacao do biofilme misto.
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Figura 2 — Amostras de RAAT posicionadas na placa de 24 pogos para serem submetidas ao
ensaio de viabilidade celular e as dilui¢des seriadas.
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Figura 3 - Gréfico da viabilidade das células epiteliais (HaCat) ap6s exposicao as dilui¢des
seriadas das formulacGes. NC: Nanoemulsdo de citronela a 5mg/mL, EC: Emulsdo de

citronela a 5mg/mL, N: Controle nanoemulséo, E: Controle emulsdo, P: Periogard.

120
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60
40
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ED1 mD1/2 mD1/4

Nota: As letras minasculas diferentes mostram diferenga estatistica entre os grupos, segundo os testes
de ANOVA e Tukey (p<0,05).
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Capitulo- 2

Avaliacdo in vitro de formulagdes do 6leo essencial de citronela (Cymbopogon nardus) em

propriedades fisicas e mecanicas de resina acrilica para protese dentaria.
RESUMO

Declaracdo do problema. A higiene de proteses dentérias € de suma importancia para a
longevidade do tratamento reabilitador e manutencdo da saude oral. Alguns produtos
disponiveis comercialmente acarretam efeitos adversos aos materiais e a0 proprio usuario,

fazendo da fitoterapia uma alternativa a ser pesquisada.

Objetivo. Avaliar a acdo de diferentes formulacdes a base de 6leo essencial de citronela
(Cymbopogon nardus) a 5 mg/mL na alteracdo de propriedades fisicas e mecanicas de resina

acrilica ativada termicamente (RAAT) para base protética.

Materiais e Métodos. As amostras de RAAT foram divididas em 5 grupos de amostras
circulares (n=10) e 5 grupos de amostras retangulares (n=10), de acordo com a solugéo
utilizada: GI — controle (dgua destilada) sem imerséo; Gl —saliva artificial; GI1I — nanoemulsao
de citronela a 5mg/mL; GIV - emulsdo de citronela a 5mg/mL e GV - Clorexidina 0,12%
(Periogard). As amostras foram imersas nas respectivas formulacoes, simulando a desinfec¢éo
de proteses dentarias pelo periodo de 30 minutos diarios, durante 6 meses. Apds este periodo,
foi feita a analise da alteracdo de superficie (Ra), da estabilidade de cor (CIEDE 2000),
avaliagdo da microdureza Knoop, resisténcia a flexdo (MPa), modulo de elasticidade (MPa),
forca maxima (N) e alongamento (%) das amostras. Os dados obtidos foram submetidos as
andlises estatisticas (0=.05).

Resultados. Ndo houve diferenca nos valores médios de rugosidade de superficie (Ra - pm)
entre os grupos apds serem submetidos a imersao nas formulac@es testes, com excecao do grupo
controle, que apresentou diferenca estatistica significativa na rugosidade de superficie apds o
periodo de imersdo. Para a microdureza Knoop houve diferenca estatistica significativa apenas
entre o grupo controle e o grupo emulsdo de citronela. Para os dados de alteragdo de cor (AEoo),
resisténcia flexural, médulo de elasticidade, forca maxima e alongamento nédo houve diferenca

estatistica significativa entre os grupos apds o processo de imersao.

50



Conclusd@o. Com base nos resultados deste estudo, conclui-se que as formulagdes fitoterapicas
a base de citronela sdo seguras, no que se refere as propriedades fisicas e mecanicas estudadas,

podendo serem indicadas como solucBes desinfetantes extraorais para proteses dentarias.

IMPLICACOES CLINICAS

Este estudo comprovou a seguranca de formulacdes a base de 6leo de citronela no que diz
respeito as propriedades fisicas e mecénicas de resina acrilica ativada termicamente para
confeccdo de proteses dentérias. Diante dos resultados favoraveis observados, estas
formulacGes fitoterapicas poderiam ser uma alternativa de principio ativo em solucbes

desinfetantes para higienizacao de préteses dentarias e controle de biofilme.

Palavras-chave: Teste de materiais, propriedades fisicas, protese total, resinas acrilicas,

desinfecgéo, Cymbopogon.
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INTRODUCAO

E fato que o uso de proteses dentirias favorece a retencdo de biofilme e o
desenvolvimento de infec¢des. Em virtude de o processo de envelhecimento acarretar alteraces
fisiologicas (senescéncia) e ser agravado por certas condigdes patoldgicas predisponentes
(senilidade), os idosos tendem a perder a capacidade funcional para as atividades diarias, sendo
a higiene bucal uma delas. O controle de formagéo de biofilme é muito importante para manter
a saude geral e da cavidade oral dos usuarios de proteses. Isto deve ser promovido por meio de
técnicas diérias de higienizacdo, realizadas pelo proprio paciente. Essa rotina de higiene deve
ser realizada por meio de técnicas de limpeza mecanica intraoral e extraoral, por meio de
enxaguatorios bucais e solucdes desinfetantes com produtos quimicos, técnicas essas que se
complementam. Dentre as solugdes quimicas comercialmente disponiveis, tanto para uso
intraoral quanto extraoral, destaca-se a solucdo de clorexidina, devido a sua acéo antisséptica,
antiflngica e bacteriostatica, impedindo a proliferacéo de microrganismos.%? Entretanto, o uso
da clorexidina tem que ser indicado com cautela, visto que existem efeitos adversos quando
utilizada em longo prazo, como por exemplo, 0 manchamento de dentes artificiais e os materiais
da base da protese,*® alteracdo do paladar,®’ citotoxicidade,® além de descamacdo da mucosa
oral.® Dessa forma, a busca por métodos alternativos de desinfeccdo, com solugdes que nédo
alterem as propriedades do material e que sejam inertes para o seu usuario torna-se essencial.

Assim, é desejavel promover a salde por meio de terapias naturais ou alternativas, tais
como a utilizacdo de fitoterapicos. A fitoterapia, destaca-se como alternativa em potencial a ser
pesquisada, dada a sua aplicabilidade na Odontologia. A planta conhecida como citronela
(Cymbopogon nardus) é utilizada para a extracdo de 6leo essencial, muito utilizado como
repelente de insetos, tendo como principais componentes quimicos, o citronelal, o citronelol e
o nerol, que s&o antissépticos, dai seu extenso uso em sabdes e desinfetantes domésticos. 012
Estudos mostram sua efetividade tanto em uso isolado quanto sinergicamente, com uma boa
eficacia antimicrobiana'®*'®> e baixa citotoxicidade em certas concentracdes.’® Estudos
também comprovaram seu uso como agente desinfetante de préteses buco-maxilo-faciais.1®’
Nesse sentido, a citronela é considerada uma planta de agdo antibacteriana e antifingica
potencial, abrindo novas perspectivas de controle de infeccdo humana.

A base acrilica de proteses dentarias deve apresentar alguns requisitos basicos, como
propriedades mecanicas adequadas, estética satisfatoria, permitir correta higienizagédo e ser de
facil manuseio para o paciente. Além disso, 0s materiais utilizados para a sua confec¢éo, como

a resina acrilica ou polimetilmetacrilato (PMMA), devem apresentar resisténcia para suportar
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forgas geradas durante a utilizagdo e serem estaveis sob condi¢Ges variaveis, como o0 uso de
solucdes desinfetantes para higienizacdo.'® Embora estudos na literatura demonstrem que
solucBes quimicas de desinfeccdo de proteses dentérias sejam eficazes contra algumas espécies,
como a Candida albicans e contra a formacéo de biofilme, o uso diario destas solugdes pode
influenciar nas propriedades fisicas e mecénicas da resina acrilica. Assim, é essencial buscar
uma solucdo que ndo acarrete danos severos a este material. %2

Visto que uma solucdo ideal de higienizagdo para proteses dentarias deve apresentar
algumas caracteristicas como biocompatibilidade, acdo antimicrobiana, ndo apresentar efeito
toxico e ser de facil utilizacdo,?* percebe-se a necessidade da realizacdo de estudos que
investiguem a acao das solucdes fitoterapicas a base de citronela na alteragéo das propriedades
fisicas e mecénicas de resina acrilica utilizada na confeccéo de préteses. Diante disso, 0 objetivo
deste estudo foi avaliar a agdo de diferentes formulacGes a base do dleo essencial de citronela
(Cymbopogon nardus) a 5 mg/mL na alteracdo de propriedades fisicas e mecénicas de resina
acrilica que constitui a base protética destas proteses. A hipotese deste estudo foi a de que as
solucdes a base de citronela ndo promoveriam danos superiores as propriedades da RAAT, em

comparacdo a uma solucdo comercial.

MATERIAIS E METODOS

Confeccdo das amostras em resina acrilica ativada termicamente (RAAT)!3:2?

Foram confeccionadas um total de 50 amostras circulares e 50 amostras retangulares de
RAAT (VipiCril Plus; VIPI Produtos Odontoldgicos). Para as amostras circulares, utilizou-se
uma matriz metélica vazada na espessura de 3 mm, contendo em seu interior 10 compartimentos
circulares, com dimensdes de 10 mm de diametro cada (n=10). Para as amostras retangulares,
utilizou-se uma matriz metalica com dimensdes de 60x12x3 mm (n=10). Apo6s a inclusdo em
mufla e manipulacdo da RAAT, a mesma foi polimerizada pelo método convencional, de
acordo com o fabricante. Em seguida as amostras foram submetidas ao polimento em uma
politriz universal semiautomatica (Arotec S.A. Ind Com), utilizando-se lixas metalogréaficas
com diferentes granulagdes (#400, #600, #800 e #1200; Buehler), sendo finalizadas com
solucédo diamantada em disco de feltro. Em seguida foi realizada a padronizacdo da espessura
das amostras numa faixa de 3 mm para as amostras circulares e 3,3 mm para as retangulares,
utilizando a lixa de granulacdo 400 com auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo Sul

Americana Ltda). Por fim, as amostras foram submetidas a limpeza em ultrassom (Ultracleaner
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1400; UNIQUE) por 20 min em &gua destilada, para remoc¢éo de possiveis debris na superficie

da resina, e apos isso foram deixadas ao ar livre para secagem (ANEXO D).

Preparo das formulacdes a base de citronela

Por meio de resultados dos ensaios microbiologicos prévios (Concentracdo Fungicida
Minima - CFM), foi padronizada uma concentracdo de 5 mg/mL (10x CFM) para as solugdes
fitoterapicas de nanoemulsdo de citronela e emulsdo de citronela para os testes fisicos e
mecanicos descritos a seguir, visto ter sido uma concentracdo efetiva em eliminar espécies

fangicas do género Candida comumente presentes no ambiente oral.

Imersdo das amostras nas formulacoes

As amostras foram divididas em 5 grupos de amostras circulares (n=10) e 5 grupos de
amostras retangulares (n=10), de acordo com a formulacgéo utilizada (Quadro 1). As amostras
foram posicionadas em recipientes com tampa e imersas nas respectivas formulagdes, em
temperatura ambiente (23°C+2°C), simulando a desinfec¢do de proteses dentérias pelo periodo
de 30 minutos diarios, durante 6 meses. Para isso, 5400 minutos de imersdo corresponderam
aos 6 meses de desinfeccdo diaria.?®?* O grupo saliva artificial, adquirida através de farméacia
de manipulacdo, foi mantido em estufa bacteriolégica digital (CIENLAB Equipamentos

Cientificos LTDA) a 37£1°C. As solucGes foram trocadas a cada 24 horas.

Analise da alteracéo de superficie

As amostras de RAAT tiveram sua rugosidade de superficie (Ra - pm) mensurada por
meio de um rugosimetro (Mitutoyo SJ-400; Mitutoyo Corp.), sendo considerada a faixa de 0,02
a 0,05 um, ideal no periodo inicial. As amostras de RAAT foram posicionadas individualmente
no rugosimetro com a superficie submetida a analise sempre voltada para cima, sendo
executadas trés leituras paralelas para mensurar a rugosidade de superficie (Ra) inicial. A
extensdo de cada leitura foi de 2,4 mm, com cut-off de 0,8 mm.?>2¢ A velocidade da leitura foi
de 0,5mm/seg. Os valores de rugosidade iniciais foram obtidos pela média aritmética e dados
em micrometros. Novas leituras foram realizadas apos a imersdo nas formulagdes, a fim de

verificar se as mesmas teriam um potencial de alteracéo da superficie das amostras de RAAT.
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Analise da estabilidade de cor

Os dados de estabilidade de cor foram avaliados utilizando um aparelho
espectrofotdmetro (UV-2450; Shimadzu, Kyoto, Japao). As leituras foram realizadas utilizando
aescala de cor CIE L*a*b* (Commission Internationale de I'Eclairage),?” usando um iluminante
D65 em um angulo de 2° de observacdo com uma faixa de comprimento de onda de 380 a 780
nm e uma abertura de 10 mm de didmetro. A diferenca cromaética foi calculada utilizando o

sistema CIEDE 2000 (AEoo) por meio da formula:

2 2

AEW{( AL’ ]+( AC’ ]+( AH” Y’

\K,S, KcSe KuSu)
1
LR [ACT Y A H_
! k KcSe /k K Si

O AL, AC e AH sao as diferengas de luminosidade (L), croma (C) e matiz (H),
respectivamente, enquanto K sdo os fatores paramétricos de visualizacdo e S sdo as fungdes de

passagem. Quanto maior o valor do AEoo, maior a alteracédo de cor do material.8

Avaliacdo da microdureza

Para o0 ensaio de microdureza Knoop foram utilizadas 10 amostras circulares para cada
grupo. A microdureza foi avaliada utilizando-se microdurdometro (Shimadzu HMV-2000;
Shimadzu Corporation), equipado com um diamante Knoop, sob uma carga de 25g por 10s.
Um Unico operador mediu a maior diagonal de cada marcacéo, e a média das 3 indentacdes foi
definida como o valor de microdureza (KHN, Kgf/mm?) da amostra, mantendo uma distancia

de cerca de 1 mm entre cada leitura, e um valor médio foi calculado.230

Resisténcia a flexao e modulo de elasticidade

Para 0 ensaio de resisténcia a flexdo e modulo de elasticidade, foram utilizadas 50
amostras retangulares com dimensdes de acordo com a 1SO 4049:2009.3t As amostras foram
armazenadas em &gua destilada a 37 °C por 24 h, antes dos testes. Foi utilizado o teste de flex&o
de trés pontos, cada amostra foi suportada por dois cilindros inferiores distantes 50 mm entre
si. Uma célula de carga de 100 kg/F foi utilizada para aplicacdo de carga constante no centro

da amostra, a uma velocidade de 0,5 mm/minuto em uma méaquina de ensaios (DL2000; EMIC)
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até a fratura das amostras, seguindo os parametros estabelecidos pela norma da ADA,
especificacdo n® 27. O momento da fratura foi designado como 0 momento em que a carga
aplicada caiu a zero. Os dados foram registrados por meio de um programa de software (Tesc;
Intermetric Ltd). A resisténcia a flexao foi calculada em MegaPascal (MPa), a partir da seguinte
equacéo:

= 3FI

o
2bh?

onde F é a carga maxima exercida na amostra (N), | é a distancia (mm) entre os suportes, b é a
largura (mm) da amostra, e h é a altura (mm) da amostra medida com um paquimetro digital
imediatamente antes do teste. O mddulo de elasticidade foi calculado com base nas curvas de

deflexdo de carga registradas.®? Os valores de alongamento foram obtidos em porcentagem (%).

Forma de andlise dos dados

Os dados obtidos no teste de rugosidade passaram nos testes de normalidade (Shapiro-
Wilk) e homogeneidade, sendo entdo submetidos a andlise de variancia (ANOVA) a dois
fatores, com medidas repetidas, seguida pelo teste de Tukey-Kramer para comparacoes
individuais. Os dados de resisténcia flexural, médulo de elasticidade, forca maxima e
alongamento passaram nos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade, e foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) a um fator, seguida pelo teste de Tukey-Kramer
para comparagdes individuais. Os dados de alteragdo de cor (AEoo) ndo passaram nos testes de
normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade, e foram analisados pelo teste de Kruskal Wallis,
seguido pelo teste de Tukey-Kramer para comparag6es individuais. Os dados de microdureza
Knoop passaram no teste de normalidade (Shapiro-Wilk), mas ndo passaram no teste de
homogeneidade, e foram analisados pelo teste de Kruskal Wallis, seguido pelo teste de Tukey-
Kramer para compara¢6es individuais. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o

software SigmaPlot (version 12.0; Systat Software Inc.), adotando p<0,05.
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RESULTADOS

Na tabela 1 estdo descritos os valores médios (DP) do efeito das diferentes solucgdes de
imersdo nas propriedades fisicas e mecanicas das amostras de RAAT.

Para a rugosidade de superficie (Ra - um) € possivel observar que ndo houve diferenca
entre os grupos apds serem submetidos a imersao nas formulacgdes testes, com excec¢do do grupo
controle (0,045 pum), que apresentou diferenca estatistica significativa na rugosidade de
superficie apds o periodo de imersdo (0,032 um). Além disso, houve diferenca estatistica nos
valores de rugosidade final, entre 0os grupos que receberam as solugdes testes, em comparagédo
com o grupo controle em &gua destilada (0,032 um) e o grupo saliva artificial (0,032 um).

Observando-se os valores de alteragdo de cor (AEoo), € possivel observar que ndo houve
diferenca estatistica significativa entre 0s grupos experimentais apds serem submetidos a
imersdo nas formulacdes testes (p=.075). Os menores valores médios de AEoo encontrados
foram para os grupos da nanoemulséo de citronela (1,82), seguido do grupo saliva artificial
(1,91). Os maiores valores médios de AEoo, quando comparados ao grupo controle (2,10), foram
observados no grupo emulsdo de citronela (2,17) e grupo Periogard (2,07).

Para a microdureza Knoop houve diferenca estatistica significativa apenas entre o grupo
controle (19,35) e o grupo emulsdo de citronela (18,76), p=.024. Os demais grupos
experimentais (saliva artificial, nanoemulséo de citronela, e Periogard) ndo apresentaram
diferenca significativa entre si e em relagdo ao grupo controle.

Para os dados de resisténcia flexural, médulo de elasticidade, forca méxima e
alongamento € possivel observar que ndo houve diferenca estatistica significativa entre os

grupos apos o processo de imerséo.
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DISCUSSAO

Baseando-se nos resultados obtidos, a hipotese deste estudo de que as formulagbes a
base de citronela ndo promoveriam danos superiores as propriedades do material testado, em
comparacdo a uma solucdo comercial, foi aceita. Ficou evidente que, no que se refere as
propriedades fisicas e mecéanicas, como cor, resisténcia flexural, médulo de elasticidade,
porcentagem de alongamento e for¢ca maxima os valores médios foram semelhantes aos da
solucdo comercial testada, sem diferenca estatistica. Foram observadas apenas algumas
particularidades para os resultados de rugosidade de superficie e microdureza. Na literatura
cientifica, ndo é possivel encontrar um numero consideravel de estudos avaliando as
propriedades fisicas e mecanicas de materiais que foram submetidos a imersao em formulacées
com Oleos essenciais, como o 6leo de citronela, porém, existe uma gama de estudos que
comprovam os efeitos adversos de solugdes de imersdo convencionais quando utilizadas para
desinfeccdo de proteses dentarias a base de resina acrilica,?0233334 justificando a busca por
solucdes alternativas.

A estrutura da superficie dos materiais que constituem as proteses e a composicao
quimica dos mesmos sdo fatores que influenciam a colonizacdo microbiana. Dentre as
propriedades necessarias destes materiais, aquelas relacionadas com a superficie, como a
rugosidade, sdo de grande importéncia clinica, ja que facilitam o acimulo de biofilme e
manchamento.3® Conforme observado nos resultados do presente estudo, ndo houve diferenca
estatistica significativa nos valores de rugosidade final de superficie das amostras, que foram
submetidas a imersédo nas formulacgdes de nanoemulsdo e emulsdo de citronela. Resultados estes
que corroboram com um estudo conduzido por Madeira et al,® que objetivou avaliar as
propriedades da resina acrilica para proteses apds serem submetidas a imersdo em extrato de
lemongrass (Cymbopogon citratus) pelo periodo de 0, 7, 14, 21, e 28 dias. Os autores
verificaram que ndo houve nenhuma alteracdo significativa na rugosidade de superficie do
material testado, comprovando a segurancga e eficacia da solugdo neste requisito.

Além disso, foi possivel verificar que houve diferenca estatistica significativa apenas
nos valores de rugosidade de superficie em agua destilada (grupo controle) antes e apés a
imersdo. Isto pode estar relacionado com a absorcdo de agua pela resina acrilica, afetando a
resisténcia do polimero, reduzindo as forgas entre as cadeias poliméricas, causando alteragdo
das propriedades dimensionais e mecanicas através da formacdo de microfissuras.3037
Resultados semelhantes foram encontrados por Heidrich et al,*® que observaram uma alteracéo
de rugosidade de superficie em resinas acrilicas para todas as solugdes testadas no estudo,

incluindo o grupo com agua.
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Estudos estabelecem valores de rugosidade (Ra) proximos ou inferiores a 0,2 um, para
dificultar a adesdo microbiana.®® De acordo com alguns autores, as técnicas convencionais de
acabamento e polimento das bases acrilicas das préteses, dificilmente atingem niveis inferiores
a estes valores.*® Entretanto, observou-se neste estudo, nivel de rugosidade média de 0,04 pm
para as amostras de RAAT, antes da imersdo nas solucGes. Este valor estd muito abaixo do
valor critico estabelecido pelos estudos (Ra > 0,2 pm). Mesmo apos a imerséo nas formulagdes,
os valores de rugosidade permaneceram menores do que 0,2 um, apresentando valores médios
de 0,04 um, independentemente da solug¢do de imersdo. Os materiais utilizados na confecgédo
de préteses dentarias devem permanecer com a superficie lisa para evitar o acimulo de
biofilme, manchamento e degradacdo superficial. Uma superficie lisa € mais resistente a
colonizagao por microrganismos.

Os valores de alteracéo de cor foram avaliados utilizando a formula AEoo, que € baseada
nas coordenadas CIELab, no entanto, inclui ndo apenas fungdes de luminosidade, croma e
matiz, mas um termo interativo entre diferencas de croma e matiz para refinar a analise para
cores azuis e cinzas. Como parametro, foi definido o limite de perceptibilidade em AEoo < 1,30,
e o limite de aceitabilidade clinica de AEoo < 2,25.27?8 Desta forma, observa-se que os resultados
de AEoo obtidos para as solucdes fitoterapicas testadas encontram-se dentro da aceitabilidade
clinica, apresentando o valor de 1,82 para a solu¢do de nanoemulséo de citronela e de 2,17 para
a solucdo de emulsédo de citronela, demonstrando a eficicia e seguranca destas formulacdes.
Além disso, ndo foi observada nenhuma diferenca estatistica significativa entre os grupos
experimentais, e todos os valores obtidos encontram-se classificados como perceptiveis e
dentro da aceitabilidade clinica. Resultados semelhantes foram obtidos por Madeira et al,*¢ que
ndo verificaram alteracdo de cor visivel quando realizada a imersdo em uma solucdo a base de
extrato de lemongrass (Cymbopogon citratus) em resina acrilica.

Estes achados sdo extremamente interessantes, visto que, as solucbes quimicas
convencionais quando utilizadas em longo prazo, podem prejudicar a estética dos materiais.®**!
A estabilidade de cor da base protética € imprescindivel para que a estética se mantenha ao
longo do tempo e se consiga sucesso e longevidade da reabilitacdo oral.*> A alteracéo de cor de
materiais restauradores estéticos, tais como as resinas compostas e resinas acrilicas é
multifatorial, abrangendo fatores intrinsecos e extrinsecos (manchamento por alimentos,
bebidas, cigarro, entre outros).*3#* Os fatores intrinsecos se relacionam as alteracdes internas
do material, em sua matriz resinosa, ou ainda a oxidagdo de monémeros residuais e aminas

terciarias.*
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Em relacdo a microdureza Knoop, foi possivel verificar que houve diferenca estatistica
significativa apenas entre o grupo controle (19,35) e o grupo emulsdo de citronela (18,76),
observando uma pequena reducdo numérica da microdureza das amostras de resina acrilica apos
serem submetidas a imersdo nesta formulacdo especificamente. Por outro lado, o valor das
amostras submetidas a formulacdo de nanoemulsdo de citronela se manteve estavel (19,22),
observando-se 0 mesmo para o grupo Periogard (19,11), sendo estes valores semelhantes e sem
diferenca estatistica quando comparados ao grupo controle (19,35). De acordo com a literatura,
46 & possivel que esta reducdo esteja associada a difusdo do meio aquoso destas solugdes através
daresina, e resulte em uma alteragéo no material, diminuindo os valores de dureza. As solucGes
aquosas de desinfeccdo sdo absorvidas e atuam como plastificantes, sugerindo uma possivel
alteracdo da estrutura quimica das resinas acrilicas quando expostas a repetidos ciclos de
desinfeccdo. A microdureza superficial fornece informagdes sobre a densidade do material e
sua resisténcia ao desgaste. De acordo com as especificagdes da ANSI/ADA n° 12-200223 a
dureza Knoop de resinas para base de dentaduras devem apresentar valores acima de 15
Kgf/mm? para evitar o desgaste excessivo do material, neste caso, nenhuma das solucdes
testadas promoveu alteragdes abaixo deste valor preconizado pela ANSI/ADA. Tendo em vista
a eficcia destas solucdes a base de citronela no controle de biofilme, os valores obtidos estarem
dentro do aceitavel e considerando os efeitos adversos causados pelas solucbes quimicas
comerciais a longo prazo, incluindo sua acdo na microdureza de superficie,*®4 justifica-se a
indicacdo do uso das solucdes fitoterapicas para esta finalidade.

De acordo com estudos presentes na literatura, € possivel afirmar que solugdes quimicas
de desinfeccdo podem afetar negativamente as propriedades de resisténcia mecanica de resinas
acrilicas quando utilizados em longo prazo, diminuindo sua resisténcia flexural.*' Esta
propriedade esta fortemente relacionada com a longevidade clinica das préteses, por isso ndo
deve ser significativamente influenciada pelos métodos de higienizacdo, sendo que a
diminuicdo da resisténcia a flexdo pode resultar em maior incidéncia de fraturas.*® No presente
estudo, para a analise de resisténcia flexural, foi possivel observar que ndo houve diferenca
estatistica significativa. A norma estabelece que as resinas acrilicas ndo devem atingir menos
de 65 MPa de resisténcia flexural.'®4° Com esse critério, todos os grupos avaliados neste estudo
estdo adequados para uso clinico. Resultados que corroboram com Anjum et al,?’ que
verificaram em seu estudo que o 6leo essencial de tomilho ndo exerceu efeito adverso sobre a
resisténcia flexural de resinas acrilicas para base protética, quando submetidas a imersao,
simulando o periodo de 30 dias. Em outro estudo, citado anteriormente, que avaliou uma

solucdo a base de extrato de lemongrass (Cymbopogon citratus),®® foi verificado que a
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resisténcia flexural da resina acrilica ndo foi alterada apds os periodos de imersdo na solucéo,
de até 28 dias. Além da resisténcia flexural, as outras propriedades avaliadas no presente estudo,
como modulo de elasticidade, forca maxima e porcentagem de alongamento se mostraram
estaveis e ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas quando comparadas ao grupo
controle.

Estas observacdes supracitadas sdo particularmente importantes, devido ao aumento
da incidéncia de infeccGes orais, e que as solugdes desinfetantes comercialmente disponiveis,
como o hipoclorito de sédio e clorexidina, causam alteraces nas propriedades dos materiais
odontoldgicos, como descoloracdo e manchamento.* Por estas razdes, a busca de informagdes
sobre formulagGes fitoterapicas € promissor para a prevencdo da estomatite relacionada com

préteses dentarias, representando um método alternativo de desinfeccéo.

CONCLUSOES
Com base nos resultados deste estudo, concluiu-se que as formulagdes fitoterapicas a
base de citronela séo seguras, no que se refere as propriedades fisicas e mecanicas estudadas,

podendo serem indicadas como desinfetantes extraorais para proteses dentarias.
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TABELAS

Tabela 1 — Efeitos das diferentes solu¢es de imersdo nas propriedades fisicas e mecanicas

das amostras.

Propriedades fisicas Grupos experimentais Média (DP) [Mediana] P
e mecanicas
Rugosidade (Ra - um) Inicial Final
C 0,045 (0,016) [0,041]% 0,032 (0,010) [0,034]52
S 0,042 (0,013) [0,040]** 0,032 (0,014) [0,029]*2
NC 0,044 (0,009) [0,048]%¢ 0,054 (0,015) [0,049]7 0,011*
EC 0,041 (0,013) [0,041]%¢ 0,050 (0,015) [0,046]4¢
P 0,036 (0,012) [0,031]* 0,035 (0,013) [0,040]"¢
Cor (AEoo) C 2,10 (0,60) [2,13]°
S 1,91 (1,35) [1,56]°
NC 1,82 (1,15) [1,43]° 0,715**
EC 2,17 (1,43) [1,85)°
P 2,07 (1,19) [1,56]*
Microdureza Knoop C 19,35 (0,31) [19,37]2
(KHN, Kgf/mmz2) S 18,99 (0,58) [19,03]*®
NC 19,22 (0,20) [19,23]® 0,024**
EC 18,76 (0,33) [19,80]°
P 19,11 (0,45) [19,90]®
Resistencia flexural (MPa) C 89,39 (3,83) [90,08]?
S 87,53 (5,34) [88,88]*
NC 88,04 (3,86) [87,5]° 0,800*
EC 86,71 (3,65) [86,20]°
P 87,91 (6,65) [89,01]*
Médulo de elasticidade C 2322,34 (149,16) [2270,93]2
(MPa) S 2327,60 (87,35) [2313,57]*
NC 2335,75 (188,60) [2370,83]° 0,924*
EC 2367,60 (177,54) [2405,88]*
P 2375,00 (178,60) [2425,34]*
Forca maxima (N) C 113,65 (4,48) [111,91]?
S 112,09 (6,64) [110,89]°
NC 109,41 (5,65) [108,45]? 0,100*
EC 107,38 (4,26) [106,23]?
P 112,45 (6,46) [111,95]°
Alongamento (%) C 7,19 (0,62) [6,96]2
S 6,77 (0,34) [6,83]*
NC 6,75 (0,34) [6,85]* 0,142*
EC 6,79 (0,36) [6,75]°
P 6,85 (0,39) [6,95]°

*ANOVA e teste de Tukey; **Teste de Kruskal Wallis e de Tukey; C = controle; S = saliva; NC = nano; EC = emulséo; P =
Periogard. Letras mailsculas sobrescritas indicam diferenca significativa entre medidas inicial e final. Letras mindsculas
sobrescritas indicam diferenga significativa entre os grupos (p<0,05; n=10).
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Quadro 1 — Solugdes de imersdo a que foram submetidas as amostras.

GRUPOS

Gl — Controle

GlI — Saliva artificial

GIIl — Nanoemulsdo de Citronela
— formulada com o 6leo essencial

da planta Cymbopogon nardus

GIV - Emulséao de Citronela —
formulada com o 6leo essencial da

planta Cymbopogon nardus

GV - Colgate PerioGard

(produto sem etanol)

SOLUGAO UTILIZADA

Agua Destilada

Fosfato Potassio Dibasico, Fosfato
Sorbitol

70%, Fluoreto de Sddio, Benzoato

Potassio Monobasico,

de Sddio, Cloreto de Potéssio,
Cloreto de Sddio, Cloreto de
Magnésio Anidro, Cloreto de
Célcio Anidro, Agua purificada,

Espessante QSP.

Solucdo a 5 mg/mL do Oleo
essencial de citronela (Laudos

anexo B e C) em Tween 20.

Solugdo a 5 mg/mL do Oleo
essencial de citronela (Laudos

anexos B e C) em goma xantana.

Gluconato de clorexidina a 0,12%
(digluconato formulado para uma
base livre de clorexidina na
concentracdo de 0,067%) e os
seguintes componentes inativos:
agua, glicerina, propilenoglicol,
sorbitol, PEG-40 dleo de ricino
hidrogenado, composicao
aromatica com sabor predominante
de menta, cloreto de cetilpiridinio,

acido citrico, CI 42090.

FABRICANTE

Farmécia de Manipulacdo

Apothicério

Manipulada no Laboratério de
Ciéncias Farmacéuticas da
UNESP de Araraquara

Manipulada no Laboratério de
Microbiologia da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba -
UNESP

Colgate-Palmolive Company
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ANEXO B - LAUDO DA CITRONELA
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ANEXO C - FORMULACOES DE CITRONELA

Aspecto visual da nanoemulsdao com 5 mg/mL de 6leo de citronela.

Aspecto visual da emulsdo com 8 mg/mL de éleo de citronela.
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Célculo para a formulacdo da emulsao de citronela

880mg.V1 = 8mg .100mL
V1 =0,909 mL (909 microlitros de 6leo em 100 mL de goma xantana

Solucdo mée de goma xantana = 8 mg/mL de 6leo de citronela
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ANEXO D - CONFECCAO DAS AMOSTRAS DE RESINA ACRILICA

Foi utilizada uma matriz metalica (Fig. 1) vazada na espessura de 3 mm, contendo em
seu interior 10 compartimentos circulares, com dimensdes de 10 mm de didmetro cada (n=10).
Esta matriz foi posicionada sobre uma lamina de vidro retangular (80 mm x 35 mm x 3 mm) e
seu interior foi preenchido com cera utilidade (Wilson, Polidental Ind. E Com. Ltda, Cotia, S&o
Paulo, Brasil). Em seguida o conjunto ldmina de vidro e matriz metélica (Fig. 2) foi incluido
em mufla (Vipi STG, VIPI Produtos Odontologicos, Pirassununga, S&do Paulo, Brasil). Para
isso, a superficie interna da base da mufla foi isolada com vaselina em pasta, sendo preenchida
em seguida com gesso pedra tipo Il (Asfer; Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil), seguindo a
proporg¢do de 100 g de pd para 30 mL de agua, espatulado por 1 minuto e vertido sob vibracdo
constante (Fig. 3A). Apoés a cristalizacdo do gesso, uma segunda lamina de vidro com as
mesmas dimensdes ja citadas foi posicionada sobre a matriz ja incluida em gesso e fixada com
silicone de condensacdo Zetalabor (Zhermack, Rovigo, Italy; Fig. 3B). A contra-mufla foi
posicionada e, sobre a superficie desta ultima lamina de vidro foi vertido gesso pedra tipo 111
(Fig. 4A). Em seguida, a mufla foi levada a prensa hidraulica de bancada (VH, Midas Dental
Produtos Ltda., Araraquara, Sao Paulo, Brasil) sob presséo constante de 1000 Kgf por 2 minutos
(Fig. 4B). Apos a cristalizacdo do gesso, a mufla foi aberta e a cera removida do interior de
cada superficie interna da matriz. A superficie do vidro foi limpa com acetona pura (Labsynth
Produtos para Laboratorios Ltda, Diadema, S&o Paulo, Brasil). A RAAT (Fig. 5) foi
proporcionada de acordo com as instrucdes do fabricante e, ao atingir a fase plastica, foi inserida
no interior das superficies internas da matriz incluida em mufla. Apés a inserc¢do, a contra-mufla
foi posicionada e levada a prensa hidraulica, com forca de 1000 Kgf, durante 2 minutos, depois
foi transferida para uma prensa manual e realizada a polimerizacgdo de bancada por 30 minutos.
A resina foi polimerizada pelo método convencional, de acordo com o fabricante. Apos a
polimerizagéo da resina, a mufla foi aberta e as amostras foram removidas (Fig. 6) e submetidas
ao polimento em uma politriz universal semiautomatica (Arotec S.A. Ind Com, Cotia, Séo
Paulo, Brasil), utilizando-se lixas metalogréficas com diferentes granulagdes (400, 600, 800 e
1200 - Buehler, Illinois, EUA), sendo posteriormente finalizadas com solu¢do diamantada em
disco de feltro (Fig. 7). Em seguida foi realizada a padronizagdo da espessura das amostras
utilizando a lixa de granulacdo 400 com auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo Sul
Americana Ltda; Fig. 8). Por fim, as amostras foram submetidas a limpeza em ultrassom
(Ultracleaner 1400; UNIQUE) por 20 minutos em agua destilada, para remocéo de possiveis

debris na superficie da resina, e ap0s isso foram deixadas ao ar livre para secagem.
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Figura 2 - Conjunto ldmina de vidro e matriz metélica

|

Figura 3 — (A) Inclusdo em mufla do conjunto matriz/lamina de vidro. (B) Segunda
lamina de vidro posicionada sobre a matriz ja incluida em gesso e fixada com silicone
de condensacéo Zetalabor
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Figura 5 - Resina acrilica ativada termicamente (RAAT)

Figura 6 - Amostras de RAAT
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Figura 7 - Amostra de RAAT ap06s acabamento e polimento

Figura 8 - Padronizacéo da espessura das amostras
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