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Tasso CO. Influéncia de substancias antimicrobianas sobre biofilmes simples e misto
formados em resinas acrilicas para base e reembasamento de protese [tese de
doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2023.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de substancias antimicrobianas sobre biofilmes
simples e misto (C. albicans e S. mutans) formados em resinas acrilicas para base e
reembasamento de prétese. Amostras das resinas foram confeccionadas (14 mm de diametro
e 1,2 mm de espessura) e divididas em grupos: G1: imersdo em solu¢ao de sabonete liquido
desinfetante por 7, 14 e 28 dias (por 8 horas a temperatura ambiente, seguido de imersdo em
PBS (phosphate buffered saline) por mais 16 horas a 37 °C, simulando a desinfec¢do noturna
das préteses, sendo a solucéo desinfetante e 0 PBS trocados diariamente) antes da formacéao
dos biofilmes simples e misto; G2: imersdo em solu¢éo de hipoclorito de sédio 0,5% (controle
positivo) por 7, 14 e 28 dias (por 8 horas a temperatura ambiente, seguido de imersdo em
PBS por mais 16 horas a 37 °C, simulando a desinfec¢do noturna das préteses, sendo a
solucao desinfetante e o PBS trocados diariamente) antes da formacgé&o dos biofilmes simples
e misto; G3: imersdo em PBS (controle negativo) por 7, 14 e 28 dias (por 8 horas a temperatura
ambiente, seguido da troca apds 16 horas, a 37 °C) antes da formacédo dos biofilmes simples
e misto; G4: imersdo em solugcdo de sabonete liquido desinfetante por 8 horas depois da
formacgé&o dos biofilmes simples e misto; G5: imersdo em solucéo de solugéo de hipoclorito de
sédio 0,5% (controle positivo) por 8 horas depois da formacao dos biofilmes simples e misto;
G6: imersdo em PBS (controle negativo) por 8 horas a temperatura ambiente, apos a formacao
dos biofilmes simples e misto; G7: tratamento superficial com solucdo de extrato de
Cryptocarya moschatta depois da formacéo do biofilme, por 2 horas; G8: tratamento com
solucéo de Nistatina a 100.000 IU/mL (controle positivo) depois da formacao do biofilme, por
2 horas; G9: tratamento com solug&o de antibidtico (controle positivo) depois da formagéo do
biofilme, por 2 horas; G10: tratamento PBS (controle negativo) depois da formacé&o do biofilme,
por 2 horas. Biofilmes simples e mistos de C. albicans e S. mutans foram formados sobre as
amostras em todos os grupos. Para a analise da atividade antimicrobiana, os seguintes testes
foram realizados: contagem de colbnias, avaliagdo do metabolismo celular, andlise
guantitativa e qualitativa por microscopia de varredura confocal a laser. Os ensaios foram
realizados em triplicata (3 amostras de cada resina e para cada teste), em 3 ocasides
diferentes (n=9). Os dados foram submetidos ao método estatistico mais adequado para cada
teste e o nivel de significancia de 5% foi selecionado (a=0.05). Os resultados mostraram que a
solucdo de sabonete Lifebuoy® foi capaz de reduzir o numero de unidades formadoras de
colénias e o metabolismo celular dos biofilmes simples e misto de C. albicans, S. mutans
formados sobre amostras de ambas as resinas, comprovando seu efeito antimicrobiano, tanto
para o protocolo de prevencdo como também para o protocolo de desinfec¢cao. Em relagéo a
eficacia do extrato de C. moschata, houve reducéo do numero de unidades formadoras de
colbnias e do metabolismo celular, para biofilmes simples e misto formados sobre as amostras
de resinas para base e reembasamento de préteses. Concluiu-se que a solucédo de Lifebuoy®
e o tratamento com extrato de C. moschata foram eficazes na reducéo dos biofilmes simples
e misto de C. albicans e S. mutans formados sobre amostras de resina acrilica para base e
reembasador de proteses.

Palavras — chave: Biofilmes. Estomatite sob prétese. Resinas acrilicas. Candida albicans.
Streptococcus mutans.



Tasso CO. Influence of antimicrobial substances on single and mixed biofilms formed
in denture base and reline acrylic resin [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2023.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the influence of antimicrobial substances on single
and mixed biofilms of C. albicans and S. mutans formed on denture base and reline acrylic
resins. Samples were prepared (14 mm in diameter and 1.2 mm thick) and divided into groups:
G1: immersion in disinfectant liquid soap Lifebouy solution for 7, 14 and 28 days (for 8 hours
at room temperature, followed by immersion in PBS (phosphate buffered saline) for another
16 hours at 37 °C, simulating the nocturnal disinfection of the prostheses, with the disinfectant
solution and PBS changed daily) before the formation of single and mixed biofilms; G2:
immersion in 0.5% sodium hypochlorite solution (positive control) for 7, 14 and 28 days (for 8
hours at room temperature, followed by immersion in PBS for another 16 hours at 37 °C,
simulating the nocturnal disinfection of the prostheses, with the disinfectant solution and PBS
changed daily) before the formation of single and mixed biofilms; G3: immersion in PBS
(negative control) for 7, 14 and 28 days (for 8 hours at room temperature, followed by the
change after 16 hours, at 37 °C) before the formation of single and mixed biofilms; G4:
immersion in disinfectant liquid soap solution for 8 hours after the formation of single and mixed
biofilms; G5: immersion in 0.5% sodium hypochlorite solution (positive control) for 8 hours after
the formation of single and mixed biofilms; G6: immersion in PBS (negative control) for 8 hours
at room temperature, after the formation of single and mixed biofilms; G7: surface treatment
with Cryptocarya moschatta exctract solution after biofilm formation, for 2 hours; G8: treatment
with Nistatina at 100.000 1U/mL (positive control) after biofilm formation, for 2 hours; G9:
treatment with antibiotic solution (positive control) after biofilm formation, for 2 hours; G10:
treatment with PBS (negative control) after biofilm formation, for 2 hours; Single and mixed
biofilms of C. albicans and S. mutans were formed on samples in all groups. For the analysis
of antimicrobial activity, the following tests were performed: colony forming units count,
evaluation of cell metabolism, quantitative and qualitative analysis by confocal laser scanning
microscopy. The tests were performed in triplicate (3 samples of each resin and for each test),
on 3 different occasions (n=9). The data were submitted to the most appropriate statistical
method for each test and the significance level of 5% (a=0.05) was selected. The results
showed that the Lifebuoy® soap solution was able to reduce the number of colonies forming
units and the cellular metabolism of single and mixed biofilms of C. albicans and S. mutans
formed on samples of both resins, proving its antimicrobial effect, both for the prevention
protocol and for the disinfection protocol. Regarding the effectiveness of the C. moschata
extract, there was a reduction on the number of colony formation units and on cellular
metabolism, for both simple and mixed biofilms formed over the samples for denture base and
reline acrylic resins. It was concluded that the Lifebuoy® solution was effective in reducing
single and mixed biofilms of C. albicans and S. mutans formed on samples of denture base
and reline acrylic resin.

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

Considerando os avanc¢os na tecnologia médica que permitem o tratamento de
varias doencas, e a maior preocupacao sobre ter habitos saudaveis, estudos atuais
tém mostrado que a expectativa de vida global vem aumentando!2. Com o aumento
da expectativa de vida, é provavel que a demanda por proteses removiveis também
continue necessaria, apesar da constante conscientizacdo sobre saude bucal em
pacientes idosos®. No ultimo resultado do SBBrasil de 2010 foi demonstrado que na
faixa etaria de 65 a 74 anos, apenas 23,5% de idosos ndo usavam algum tipo de
prétese dentaria superior, sendo o maior percentual (31,4%) na Regido Nordeste, e 0
menor (16,5%), na Regido Sul. A porcentagem de usuarios de proétese total foi de
63,1% para o Brasil, variando de 65,3% na Regido Sul a 56,1% na Regido Nordeste*.

O polimetilmetacrilato (PMMA) € o polimero mais comumente usado em
laboratérios odontolégicos para confeccdo de proteses dentarias e para realizacéo de
reparos. Em clinicas odontol6gicas também é o mais utilizado para o reembasamentos
das préteses #°. Essas resinas sédo convencionalmente apresentadas na forma de po6-
liquido. O p6 contém um polimero transparente (PMMA), no entanto aditivos como
pigmentos e fibras sintéticas de nylon, ou acrilico sdo adicionados para melhorar as
propriedades fisicas e estéticas. O componente liquido contém um mondémero de
metacrilato de metila, que é combinado com agentes de reticulagdo e inibidores*8.

Em funcao da reabsor¢cdo 6ssea, que € um processo continuo, muitas vezes o
reembasamento dessas proteses dentarias se faz necessario. Pode-se realizar o
reembasamento direto ou indireto. O reembasamento direto é realizado em
consultério utilizando-se resinas acrilicas autopolimerizaveis especialmente
formuladas para essa finalidade. Esse método, também denominado reembasamento
imediato, pode ser realizado pela utilizacdo de materiais rigidos ou resilientes e elimina
as fases de inclusdo e prensagem necessarias a realizacdo do reembasamento do
tipo mediato (ou indireto), sendo, por esse motivo, mais facil, rapido e de custo
acessivel. O reembasamento direto das préteses € um processo relativamente
simples, barato e melhora significativamente a satisfacdo dos pacientes’. Porém,
estudos comprovam que os reembasadores possuem maior rugosidade superficial em

comparacao as resinas de base, fato que pode contribuir para o acimulo de biofilme®
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10 Além disso, com o uso diario, 0s materiais resinosos séo expostos aos ingredientes
da saliva e mudancas de temperatura na cavidade bucal. Esses fatores, associados
aos habitos inadequados de higiene, também podem favorecer o acumulo de biofilme
na superficie desses materiais, ocasionando a estomatite protétical'12,

A etiologia da estomatite protética mostra-se extremamente variavel, sendo
considerada multifatorial. O uso prolongado de préteses dentarias, a ma higiene e o
trauma da mucosa sao fatores locais importantes que contribuem para o
desenvolvimento e manutencdo da doenca'l. Outro importante fator para o seu
desenvolvimento é o ambiente favoravel para o crescimento de Candida que é criado
sob as préteses dentéarias. O microambiente da mucosa palatina portadora da prétese
€ de baixo oxigénio, em grande parte desprovido de saliva, e € de pH acido, o que
promove a atividade e secrecdo de enzimas hidroliticas, aspartil proteinases (SAPS)
secretadas, fosfolipases e lipases que causam a degradacéo tecidual'®*°. Além disso,
a adesdo de microrganismos na superficie interna das proteses ou dos
reembasadores e posterior formacdo do biofilme, principalmente de espécies de
Candida, sédo fatores primordiais para o surgimento da estomatite protética.

A cavidade bucal € um habitat excepcionalmente complexo que abriga
comunidades microbianas Unicas e diversas que coexistem em um equilibrio.
Qualquer distlurbio neste ecossistema que resulte no dominio de uma espécie
patogénica (dishiose), pode levar ao desenvolvimento de doencas bucais?®?l. Na
cavidade oral, a co-adesdo de C. albicans com bactérias € essencial para a
persisténcia e sobrevivéncia de C. albicans e, portanto, essas interacdes podem
aumentar a colonizacéo no hospedeiro??23,

A viruléncia de C. albicans € atribuida a sua capacidade de crescer em diversas
formas morfoldgicas: levedura, pseudo-hifas e hifas verdadeiras. As hifas alongadas
evadem ou escapam das células fagociticas e conseguem fazer com que as células
de levedura se disseminem no tecido e na corrente sanguinea, contribuindo como um
fator importante na sobrevivéncia de C. albicans em varios locais ou condigfes. Além
dessa capacidade morfologica, outro fator que pode aumentar a viruléncia de C.
albicans séo as interagbes com microrganismos orais como S. mutans, isso justifica a
importancia em estudar os biofilmes multiespécies em superficies?*.

As interagfes fungico-bacterianas e seu papel na saude e na doenca estao

ganhando notoriedade?®. Essa interacéo pode ser do tipo comensalismo cooperativo,
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quando os microrganismos podem fornecer substratos e/ou metabdlitos estimulando
assim o crescimento de ambas as espécies. Isso ocorre entre C. albicans e S. mutans.
O fungo metaboliza a sacarose de forma ineficiente, mas € beneficiado por produtos
da hidrélise de sacarose (glicose e frutose) realizada por S. mutans. A presenca de C.
albicans no biofilme aumenta a formacdo de exopolissacarideos (EPS), e dos
glucanos, aumentando a adesdo e a coeséo bacteriana. Também forma uma matriz
limitadora da difusdo que protege as bactérias e ajuda a acidificar o microambiente
local. Dessa forma, o acumulo e formacdo de microcolénias de S. mutans se torna
maior26.27,

A estomatite pode ser tratada usualmente por meio da utilizacdo de
medicamentos antifiingicos, da orientagcdo ao paciente quanto a higienizacdo da
prétese e verificacdo da necessidade da troca. Agentes antifUngicos usados em
excesso pode resultar em espécies resistentes as drogas?®. A prescricdo de
antifangicas deve ser vista com cautela. Alguns podem ser toxicos, ter baixa
efetividade e, como jA mencionado, podem induzir a resisténcia flingica?8. Assim,
novas pesquisas buscam terapias alternativas para o tratamento de infec¢des, sendo
a fitoterapia uma alternativa viavel para atingir este objetivo?®-2°,

O género Cryptocarya pertence a familia Pantropical Lauraceae, da qual varias
espécies crescem nas florestas tropicais dos paises da orla do Pacifico. Diferentes
tipos de produtos naturais, apresentando consideravel diversidade estrutural, tém sido
isolados de espécies desse género, incluindo flavonoides e pironas®!. Varias espécies
de Cryptocarya foram estudadas com foco em sua fitoquimica e farmacologia32-34.
Estudos prévios observaram atividade antifungica de C. moschata e
C. mandioccana®-?’, Recentemente, um estudo desenvolvido por Zoccolotti et al.?°
(2021), mostrou que os extratos de C. moschata e C. mandioccana foram capazes de
reduzir o metabolismo celular e o nimero de unidades formadoras de col6nias do
biofilme de C. albicans formado sobre resina acrilica para base de proteses. Além
disso, em estudo in vivo, observou-se que, histologicamente, o extrato de C. moschata
nao causou dano celular na lingua dos camundongos, além de diminuir o biofilme de
C. albicans, semelhante ao grupo tratado com nistatina, usado como controle
positivo®.

Apesar dos resultados promissores em relacdo a fitoquimica e farmacologia de

varias espécies de Cryptocarya, nenhum estudo foi encontrado na literatura a respeito
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de seu efeito sobre biofiime misto de Candida albicans e Streptococcus mutans
formados sobre amostras de resinas acrilicas para base e reembasamento de
préteses. Os fatores supracitados demonstram a importancia do presente estudo na
elaboracdo de um tratamento natural e de baixo custo para a estomatite protética.

Dentre os métodos de prevencdo, a eliminacao e/ou reducao do biofilme é fator
primordial. Biofilmes sdo comunidades microbianas altamente organizadas, aderidas
a uma superficie bidtica (mucosa oral) ou abidtica (superficie das proteses), e
protegidas por uma matriz polimérica extracelular3®4°. Devido a interacéo das células
microbianas e a presenca da matriz polimérica extracelular, o biofilme possui
propriedades diferentes dos microrganismos que se encontram em forma livre. Na
forma de biofilme, as células apresentam beneficios, tais como: retencéo de agua e
resisténcia a dessecacao, captacdo e armazenamento de nutrientes, adeséo ao sitio
de infeccdo, protecdo fisica contra o sistema de defesa do hospedeiro e
antimicrobianos*'. A eliminacdo e/ou reducdo do biofilme pode ser realizada
mecanicamente, quimicamente ou pela combinacédo de ambas*2.

Estratégias de desinfeccdo por solu¢des quimicas tém sido frequentemente
recomendadas devido a sua efetividade em reduzir ou eliminar diferentes
microrganismos*3. Um limpador quimico ideal para préteses dentarias deve inibir ou
reduzir o acumulo de biofilmes, possuir atividade antifingica e antibacteriana, ter um
odor agradavel, ser de baixo custo, facil manipulacdo e néo téxico**4°. Existem alguns
tipos de produtos quimicos utilizados para a desinfeccdo das préteses, como
digluconato de clorexidina, hipoclorito de sédio, vinagre e alcool*64°. Porém, esses
agentes possuem algumas desvantagens e restricdes de uso como manchamento e
branqueamento das resinas, efeitos citotéxicos e corrosdo da estrutura metalica em
préteses parciais removiveis®0-53,

Como alternativa, estudos foram realizados com o objetivo de avaliar os efeitos
da imersdo em sabonetes liquidos desinfetantes sobre as propriedades fisicas,
mecanicas e biolégicas de resinas acrilicas para base e reembasamento de proétese,
bem como sobre dentes artificiais®>’. Zoccolotti et al.>* (2018) observaram que alguns
sabonetes liquidos desinfetantes (Dettol, Lifebuoy®, Protex) foram eficazes na
reducdo do biofilme simples formado na superficie de amostras de resina acrilica.
Além disso, 0 mesmo estudo concluiu que os sabonetes testados ndo foram toxicos e

ndo promoveram alteracdo na rugosidade das amostras. Em 2019, Zoccolotti et al.>®
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concluiram que os sabonetes liquidos desinfetantes ndo alteraram significativamente
a dureza, a rugosidade e a estabilidade da cor de dentes artificiais testados, tornando-
se uma alternativa para a desinfeccdo de proteses removiveis parciais ou totais.
Diante dos resultados laboratoriais promissores, Tasso et al.>¢ (2020) realizaram um
estudo clinico controlado com o objetivo de avaliar a efetividade das solu¢des de dois
sabonetes liquidos desinfetantes (Dettol e Lifebuoy®) no controle do biofilme presente
em proteses totais superiores removiveis. Os autores concluiram que as solu¢des do
sabonete Lifebuoy® e do sabonete Dettol tiveram resultados semelhantes e foram
eficazes na reducéo do biofilme. Em outro estudo, observou-se que a imersédo de um
reembasador de proteses no sabonete liquido Lifebuoy® reduziu o biofilme formado
nas amostras e a imersdo nao afetou a citotoxicidade do material®’. Esses estudos
avaliaram as propriedades biolégicas em relacéo as cepas de C. albicans e isolados
clinicos das espécies de Candida. Nenhum estudo foi encontrado na literatura
avaliando o efeito dos sabonetes desinfetantes sobre biofilme misto de Candida
albicans e Streptococcus mutans, o que demonstra a importancia do presente estudo
na elaboracdo de um protocolo de desinfeccdo acessivel e de baixo custo para

usuarios de préteses removiveis parciais ou totais.
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7 CONCLUSAO

Levando-se em consideragao os resultados obtidos e as limitagdes do presente
estudo, pode-se concluir que:

Estudo I: A solucdo de sabonete Lifebuoy® foi capaz de reduzir o nUmero de
unidades formadoras de colbnias e 0 metabolismo celular dos biofilmes simples e
misto de C. albicans e S. mutans formados sobre amostras de resina acrilica para
base e reembasador de préteses, tanto para o protocolo de prevencdo, como para o
de desinfeccéo.

Estudo II: O protocolo de tratamento utilizando-se o extrato de C. moschata foi
capaz de reduzir o numero de unidades formadoras de coldnias dos biofilmes simples
e misto de C. albicans e S. mutans formados sobre amostras de resina acrilica para
base e reembasador de préteses. Além disso, o tratamento causou danos aos

componentes da matriz extracelular.
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