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RESUMO GERAL

O uso de solugdes enxaguatorias € uma ferramenta no controle de patologias relacionadas ao
uso de proteses. A efetividade antimicrobiana e citotoxicidade de alguns enxaguatorios
comercialmente disponiveis ainda sdo questionadas, tornando a fitoterapia uma alternativa a
ser pesquisada. Sendo assim, este estudo teve como objetivos: 1) avaliar in vitro a eficécia de
formulacBes a base do extrato de citronela (CN) em biofilmes monoespécie em formacéao e
formado, sobre amostras de resina acrilica ativada termicamente (RAAT) e liga de niquel-
cromo (LNC), contaminadas por S. aureus e C. albicans, simulando uma prétese protocolo
em meio bucal, em comparagdo com dois enxaguatorios comerciais sem etanol (LT —
Listerine Zero e CHX — Periogard sem etanol); 2) avaliar in vitro a citotoxicidade das
solucBes em células epiteliais HaCat, simulando o contato com os enxaguatérios por 1 min; 3)
avaliar, in vitro, o efeito de enxaguatdrios bucais comerciais e da solucdo teste a base do 6leo
de CN a 10,9%, na alteracdo de rugosidade e cor de materiais utilizados na confeccdo de
protese tipo protocolo, sendo eles: duas marcas de dentes artificiais (DA - Trilux e Vivodent),
RAAT e LNC. A alteracdo de cor da LNC néo foi avaliada. Para o primeiro objetivo, apds a
obtencdo da concentracdo bactericida/fungicida minima (CBM/CFM) da CN contra S. aureus
e C. albicans, foram confeccionadas amostras de RAAT e LNC. A CBM/CFM da CN foi
multiplicada por 5x e 10x para a formulacdo de dois enxaguatorios. As superficies das
amostras com o biofilme em formacéo (4 h de adeséo) e formado (24 h) foram submetidas a

acao das solucbes a base de CN, Periogard sem etanol (CHX) e Listerine Zero (LT). A



simulacdo dos bochechos foi realizada em dois momentos diferentes, sendo a primeira
simulacdo logo apds o tempo de adesdo de 4 h (biofilme em formacdo) e 24 h (biofilme
formado), e a segunda simulacéo, 6 h ap6s a primeira simulacdo, para cada microrganismo. O
ensaio de citotoxicidade das solucGes foi realizado em células epiteliais HaCat, simulando o
contato com os enxaguatérios por 1 min e quantificado pelo método de MTT. Para a andlise
das propriedades fisicas, amostras dos trés materiais foram distribuidas em 6 grupos (n=10),
de acordo com a solucdo enxaguatoria: Gl - Saliva artificial; Gll - Periogard sem etanol; GllII
- Periogard com etanol; GIV - Listerine Zero; GV - Listerine Tartar Control; GVI - Solugéo
teste & base do CN a 10,9%, sendo submetidas & imerséo e agitacdo por 180 min, simulando
bochechos diarios por 6 meses. A alteracdo de superficie das amostras foi avaliada em
rugosimetro, no qual um grupo sem imersdo foi utilizado como controle (GC); e a alteracdo
de cor, em espectrofotdbmetro. Como resultados da agéo antibiofilme das solugGes testadas,
observou-se que independente da superficie, todas as solu¢bes impediram o desenvolvimento
dos biofilmes de S. aureus e C. albicans, quando aplicados no inicio de sua formacdo (4 h).
Para os biofilmes formados (24 h), todas as solucdes diferiram dos respectivos controles, em
resina ou metal, mostrando atividade contra biofilmes de S. aureus e C. albicans. CN 5x
CBM/CFM e CN 10x CBM/CFM tiveram os melhores efeitos antibiofilme, ndo diferindo
estatisticamente entre si, independente da superficie da amostra. Ambas as concentracfes de
CN tiveram efeito superior a CHX e LT, independente da superficie. Para 0s ensaios de
citotoxicidade, todas as solugdes diluidas em 50 e 25% causaram citotoxicidade celular. A
partir da diluicdo de 3,12%, todas as solugfes permitiram mais de 70% de viabilidade celular.
Como resultados da alteracéo de cor foi possivel observar que todas as solu¢des promoveram
um AE acima de 3,3 para RAAT, valor considerado clinicamente inaceitdvel. Para os DA nao
foi notada nenhuma diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo controle. Para

a analise de superficie, a rugosidade da RAAT foi alterada somente no grupo GIV — Listerine



Tartar Control, enquanto que ndo houve nenhuma alteragdo estatisticamente significante para
0s DA e LNC. Pode-se concluir que ambas as concentra¢cdes do enxaguatorio a base de
citronela tiveram os maiores efeitos antibiofilme, comparativamente as solu¢@es comerciais
sem etanol, contra S. aureus e C. albicans. Todas as solu¢des enxaguatdrias foram citotoxicas
nas suas concentracBes iniciais, entretanto, apds diluicdo seriada, considerando as
concentragfes dos principios ativos dos enxaguatorios comerciais, CN teve o menor efeito
citotoxico. A formulacéo teste a base de 10,9% de CN mostrou-se segura em Seu UsO COMO

solucdo enxaguatoria, no que se refere as propriedades fisicas estudadas.

Palavras-chave: Protese total; resinas acrilicas; desinfec¢do; cymbopogon; teste de materiais;

propriedades fisicas; biofilmes; Staphylococcus aureus; Candida albicans.
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GENERAL ABSTRACT

The use of mouthrinses is a tool in the control of pathologies related to the use of prostheses.
The antimicrobial effectiveness and cytotoxicity of some commercially available mouthrinses
are still questioned, making phytotherapy an alternative to be researched. Therefore, this study
aimed: 1) to evaluate in vitro the efficacy of formulations based on the citronella extract (CN)
in monospecific biofilms, in formation and formed, on samples of thermally activated acrylic
resin (RAAT) and nickel-chromium (LNC), contamineted by S. aureus and C. albicans,
simulating a protocol prosthesis in buccal medium, compared to two alcohol free commercial
mouthrinses (LT - Listerine Zero and CHX - Periogard alcohol free); 2) to evaluate in vitro
the cytotoxicity of solutions in HaCat epithelial cells, simulating contact with the mouthrinses
for 1 min; 3) to evaluate in vitro the effect of commercial mouthrinses and the test solution
based on the extract of CN at 10.9%, in the alteration of roughness and color of materials used
in the manufacturing of protocol type prosthesis; i.e. two tooth marks (DA - Trilux and
Vivodent), RAAT and LNC. The color change of the LNC was not evaluated. For the first
objective, samples were prepared after obtaining the minimum bactericidal / fungicidal
concentration (CBM / CFM) of CN against S. aureus and C. albicans, RAAT and LNC. The
CN’s CBM / CFM was multiplied by 5x and 10x for the formulation of two mouthrinses. The
surfaces of the samples with the biofilm in formation (4 h of adhesion) and formed (24 h)
were subjected to the action of solutions based on CN, Periogard alcohol free (CHX) and
Listerine Zero (LT). The simulation of mouthwashing was performed at two different

moments; the first simulation after the time of adhesion of 4 h (biofilm in formation) and 24 h



(formed biofilm), and the second simulation, 6 h after the first simulation, for each
microorganism. The cytotoxicity assay of the solutions was performed on HaCat epithelial
cells, simulating contact with the mouthrinse for 1 min and quantified by the MTT method.
For the analysis of the physical properties, samples of three materials were distributed in 6
groups (n = 10) according to the mouthrinse: Gl - Artificial saliva; Gll - Periogard alcohol
free; GlII - Periogard with alcohol; GIV - Listerine Zero; GV- Listerine Tartar Control; GVI -
Test solution based on CN at 10.9%, and submitted to immersion and agitation for 180 min,
simulating daily mouthwashing for 6 months. The surface change of the samples was
evaluated in a rugosimeter and the color change in a spectrophotometer. A group without
immersion was used as control (GC). As a result of the antibiofilm action of the tested
solutions, it was observed that, regardless of the surface, all solutions prevented the
development of the biofilms of S. aureus and C. albicans, when applied at the beginning of its
formation (4 h). For the formed biofilm (24 h), all solutions differed from the respective resin
or metal controls, showing activity against biofilms of S. aureus and C. albicans. CN 5x CBM
/ CFM and CN 10x CBM / CFM had the best antibiofilm effects, not statistically different
from each other, regardless of the sample surface. Both CN concentrations presented a
superior effect than CHX and LT, regardless of the surface. For cytotoxicity assays, all
solutions diluted at 50 and 25% caused large cell cytotoxicity. From the 3.12% dilution, all
solutions allowed more than 70% cell viability. From the results of the color change, it was
possible to observe that all solutions promoted a AE above 3.3 for RAAT; a value considered
clinically unacceptable. For DA, no significant statistical difference was observed in relation
to the control group. For the surface analysis, RAAT roughness was altered only in the GIV -
Listerine Tartar Control group, whereas there were no significant statistical alterations for the
DA and LNC. It can be concluded that both concentrations of citronella-based mouthrinse had

the highest antibiofilm effects compared to commercial alcohol free solutions against S.



aureus and C. albicans. All commercial mouthrinses were cytotoxic at their initial
concentrations, however, after serial dilution, considering the concentrations of active
principles of commercial mouthrinses, CN had the lowest cytotoxic effect. The test
formulation based on 10.9% CN was safe in its use as a mouthrinse solution in respect of the

physical properties studied.

Key-words: Denture; acrylic resins; disinfection; cymbopogon; material testing; physical

properties; biofilms; Staphylococcus aureus; Candida albicans.
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INTRODUCAO GERAL



E fato que o uso de proteses dentarias favorece a retencdo de biofilme e alimentos.
Varios fatores fisicos sdo importantes na colonizagdo microbiana de superficies solidas, como
a rugosidade da superficie, a hidrofobicidade e a composicdo quimica da superficie do
material, constituindo-se em regides preferenciais de colonizacdo de determinados
microrganismos.>* A prétese tipo protocolo é uma modalidade de tratamento desenvolvida
para reabilitar pacientes desdentados totais com implantes osseointegrados e uma protese total
fixa aparafusada aos implantes. Esta modalidade de reabilitacdo ndo permite que o paciente a
retire da cavidade oral para higienizacdo. Portanto, o profissional tem que dar condicbes para
que o mesmo realize sua correta higienizacao intra-oral e a mantenha livre do acimulo de
biofilme microbiano.

Duas classes de materiais sdo utilizadas na confeccdo de uma prétese do tipo
protocolo: as ligas metalicas e as resinas acrilicas, na forma de base acrilica da protese e
dentes artificiais. Como infra-estrutura deste tipo de protese, barras metalicas sédo
confeccionadas em ligas de cobalto-cromo (CoCr), niquel-cromo (NiCr) e titanio (Ti). As
ligas de NiCr apresentam custo reduzido e propriedades mecanicas favoraveis, como alta
dureza e modulo de elasticidade superior ao das ligas nobres, permitindo assim, fundigdes
mais delgadas e rigidas, com boa resisténcia a deformacdo, além de boa resisténcia a corrosdo
devido a formacdo de uma fina camada de Oxido de cromo sobre a liga, tornando-a estavel
quimicamente as trocas idnicas, embora fatores ambientais da cavidade bucal, agindo sobre a
superficie dos metais possam contribuir para o aparecimento da corrosdo.® Esses fatores
ambientais, agindo em conjunto, podem desencadear alteracBes na superficie dessas ligas,
com o surgimento de corroso e rugosidade superficial.*

Esta barra metdlica € revestida posteriormente por uma base acrilica
(polimetilmetacrilato, PMMA), normalmente uma resina acrilica ativada termicamente

(RAAT) e pelos dentes artificiais. Dentre as propriedades requeridas nestes materiais, aquelas
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relacionadas com a superficie, como a rugosidade, sdo de grande importancia clinica, ja que
facilitam o acimulo de biofilme e manchamento." A reducdo da rugosidade de superficie
resulta em um retardamento da formacdo 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.>”’

E preconizado valores de rugosidade proximos ou inferiores a 0,2 pm, para dificultar a
adesdo microbiana. Uma superficie lisa é mais resistente a contaminacdo por
microrganismos.®® Um dos principais requisitos para que uma protese 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 prétese (PMMA) e a manutencdo de sua lisura, contribuem
para o conforto do paciente, estética agradavel e também para que seja minimizada a retencao
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.""°

A estética também € um fator muito importante a ser considerado na reabilitacdo oral,
seja por meio de proteses totais, parciais removiveis e 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 reabilitagdo oral.® Dessa forma, os enxaguatorios bucais ndo deveriam
acarretar alteracdes nesta propriedade fisica dos materiais relacionados com a protese.

A manutencdo das proteses implanto-suportadas esta diretamente relacionada a
longevidade do tratamento proposto, e desta forma, entende-se que a higiene oral e/ou

acompanhamento insuficientes podem levar a formacdo de biofilme em componentes
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protéticos, o qual dara inicio a uma resposta imune inflamatoria, podendo ocasionar desde
uma mucosite peri-implantar até uma peri-implantite, com consequente perda do suporte
6sseo peri-implantar e uma estomatite protética.**** Deste modo, a manutencgéo do tratamento
relaciona-se diretamente aos cuidados do dentista e do préprio paciente.”® Estudos mostram
gue outras patologias podem estar associadas ao biofilme da protese, como por exemplo,
infeccOes gastrointestinais e pulmonares, principalmente em pacientes imunossuprimidos ou
idosos, pela degluticéo e aspiracdo continua de microrganismos do biofilme da prétese.'®’

Dentre os 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 a C. albicans é
responsavel por 70% dos casos de estomatites protéticas.?*?® Alguns estudos também
detectaram a presenca de Candida spp. em sitios de peri-implantites.?**°

Outra espécie de microrganismo relacionada com infec¢bes protéticas é a do
Staphylococcus. O Staphylococcus aureus vive principalmente nas superficies das mucosas e
tem sido considerado um dos mais versateis e perigosos patdgenos humanos, tendo habilidade
para se aderir em superficies de polimeros.”®® Uma série de estudos clinicos identificaram
niveis elevados de S. aureus dentro de bolsas peri-implantares supurativas e com
sangramento, exibindo uma especifica afinidade por superficies de titanio.?**

O controle de formacéao de biofilme é muito importante para manter a saide geral e da
cavidade oral dos portadores de proteses. Isto deve ser promovido por meio de técnicas diarias
de higienizacdo, realizadas pelo préprio paciente. Essa rotina de higiene deve ser realizada por
meio de técnicas de limpeza mecanica, e por meio de enxaguatdrios bucais, visto que a

prétese do tipo protocolo ndo pode ser removida da boca pelo paciente, para realizacdo de

desinfeccdo com produtos quimicos. Dessa forma, solugdes de bochecho devem ser utilizadas,
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dentre elas, a solucdo de clorexidina a 0,12% (com e sem etanol).>** 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 0s
materiais da base da prétese, alteracdo do paladar, citotoxicidade, além de descamagdo da
musoca oral e reaces anafilaticas em casos mais severos de hipersensibilidade.***?

Outra opcdo comercialmente disponivel para esta finalidade € o Listerine, que pode ser
encontrado também em duas formulacdes, sem etanol (Listerine Zero) e com etanol. A
primeira € uma solucdo enxaguatoria composta por 6leos essenciais como timol, eucaliptol,
mentol, salicilato de metila, e a segunda contém cloreto de zinco (além dos 0leos essenciais da
versdo sem etanol), com boa efic4cia antimicrobiana e reducéo da formagdo de calculo.”**
Estudos sobre sua influéncia na alteracdo de superficie e cor dos materiais usados na
confeccdo de protese necessitam ser realizados. No que diz respeito ao produto sem etanol,
existem poucos estudos na comprovando sua eficdcia antimicrobiana e nenhum estudo
mostrando seus efeitos sobre as propriedades dos materiais.*®*’

Dessa forma, a busca de métodos alternativos de desinfeccdo, com solugbes que nao
alterem as propriedades do material e que sejam inertes para o seu portador 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) ¢ utilizada para a extracdo de Oleo essencial, muito utilizado como
repelente de insetos, tendo como principais componentes quimicos, o citronelal, geraniol e 0
citronelol, que sdo antissépticos, dai seu extenso uso em sabdes e desinfetantes
domésticos.*®*° Estudos mostram sua efetividade tanto em uso isolado quanto sinergicamente,
com uma boa eficacia antimicrobiana e bons resultados de citotoxicidade em certas

concentracdes.*®**** Como por exemplo, seu uso como agente desinfetante de préteses buco-

maxilo-faciais.®>® Nesse sentido, a citronela é considerada como uma planta de acéo
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antibacteriana e antifungica potencial, abrindo novas perspectivas de controle de infeccéo
humana. Com base nestas informacdes, percebe-se a necessidade da realizacéo de estudos que
investiguem a sua acdo antibiofilme e sua acdo na alteracdo das propriedades dos materiais
utilizados na confeccao de proteses.

A primeira hipotese testada foi a de que a solucdo teste a base de citronela teria uma
eficacia semelhante as solugdes enxaguatorias comerciais sobre os biofilmes. E que seu efeito
citotoxico seria menor ou igual em relacdo aos produtos comerciais. A segunda hipotese foi a
de que a solucdo enxaguatéria a base de citronela ndo promoveria danos as propriedades

fisicas dos materiais testados.

*Referéncias em ANEXO A
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CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo permitem concluir que as solu¢Bes enxaguatorias
promoveram alteracdo de cor nos materiais odontolégicos testados, apds 6 meses de
simulacéo de bochechos. Entretanto, nenhuma das soluc¢des enxaguatorias promoveram
alteracao de rugosidade nos materiais testados, acima dos valores considerados criticos.
A formulagdo teste & base de 10,9% de CN mostra-se segura em seu uso como solugédo

enxaguatdria, no que se refere as propriedades fisicas estudadas.
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