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Resumo

Objetivo: Avaliar in vitro atividade antimicrobiana do a-terpineol, cinamaldeido, hipoclorito
de sodio 1%, clorexidina 0,12%, e corega® em biofilme de Candida albicans (ATCC 90028)
desenvolvidos sobre superficies de reembasador protético macio. Metodologia: Espécimes do
reembasador Bosworth Trusoft (Bosworth Company- USA) foram confeccionados de acordo
com instrucBes do fabricante e foi induzida a formacdo da pelicula salivar artificial por 60
minutos, a 37°C. O biofilme foi semeado (1x10® UFC/mL), sendo, ap6s adesdo inicial (24h,
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37°C) expostos ao a-terpineol (10 mg/mL), cinamaldeido (10 mg/mL), hipoclorito de sodio
1%, clorexidina 0,12%, corega e solucdo salina (controle crescimento). Os espécimes
permaneceram por 1 ou 10 minutos, em cada solugéo, sendo as exposi¢cOes realizadas 24h,
48h e 72 h ap6s a semeadura do biofilme. Avaliou-se a atividade metabdlica, pelo teste de
MTT e dureza Shore A, utilizando-se microdurémetro. A andlise estatistica foi realizada pelos
testes de Kruskal-Wallis/ Mann Whitney e teste t (0=5%). Resultados: Observou-se que para
a exposicdo por 1 min o cinamaldeido, clorexidina e hipoclorito foram eficientes (p>0,05).
Aos 10 minutos, o o-terpineol apresentou atividade similar ao controle de crescimento
(p>0,05) diferindo das demais substancias. Em relacdo a dureza, ndo houve diferenga entre os
grupos, apenas para o hipoclorito de sédio e corega. Conclusdo: O cinamaldeido, clorexidina
e hipoclorito demonstraram atividade antifungica sobre biofilme de Candida albicans sobre
superficie de reembasador protético.

Palavras-chave: Higienizadores de dentadura; Antifungicos; Estomatite.

Abstract

Objective: To evaluate in vitro antimicrobial activity of o-terpineol, cinnamaldehyde, 1%
sodium hypochlorite, 0,12% chlorhexidine, and corega® in biofilm of Candida albicans
(ATCC 90028) developed on soft prosthetic resurfacing surfaces. Methodology: Specimens
from the Bosworth Trusoft (Bosworth Company- USA) material were made according to the
manufacturer's instructions and the formation of the artificial salivary film was induced for 60
minutes at 37 ° C. The biofilm was seeded (1x10® CFU/mL) and, after initial adhesion (24h,
37°C), exposed to a-terpineol (10 mg/mL), cinnamaldehyde (10 mg/mL), 1% sodium
hypochlorite, chlorhexidine 0,12%, corega and saline (growth control). The specimens
remained for 1 or 10 minutes, in each solution, with exposures made 24h, 48h and 72h after
sowing the biofilm. Metabolic activity was evaluated by the MTT test and Shore A hardness,
using a microdurometer. The statistical analysis was performed using the Kruskal-Wallis/
Mann Whitney tests and the t test (a = 5%). Results: It was observed that for exposure for 1
min, cinnamaldehyde, chlorhexidine and hypochlorite were efficient (p> 0,05). At 10 minutes,
o-terpineol showed activity similar to growth control (p> 0,05), differing from other
substances. Regarding hardness, there was no difference between groups, only for sodium
hypochlorite and corega. Conclusion: Cinnamaldehyde, chlorhexidine and hypochlorite
demonstrated antifungal activity on Candida albicans biofilm on prosthetic resurfacing

surface.
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Resumen

Objetivo: Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de o-terpineol, cinamaldehido,
hipoclorito de sodio al 1%, clorhexidina al 0,12% y corega® en la biopelicula de Candida
albicans (ATCC 90028) desarrollada sobre superficies blandas de recubrimiento protésico.
Metodologia: Se prepararon muestras de material Bosworth Trusoft (Bosworth Company-
USA\) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se indujo la formacion de una pelicula
salival artificial durante 60 minutos a 37°C. La biopelicula se sembr6 (1x10%° UFC mL) v,
después de la adhesion inicial (24h, 37°C), se expuso a o-terpineol (10 mg/mL),
cinamaldehido (10 mg/mL), hipoclorito de sodio al 1%, clorhexidina 0,12%, corega y
solucidn salina (control de crecimiento). Las muestras permanecieron durante 1 o 10 minutos
en cada solucién, realizandose exposiciones 24h, 48h 'y 72h después de la siembra del biofilm.
La actividad metabdlica se evalu6 mediante la prueba MTT y dureza Shore A, utilizando un
microdurémetro. EIl analisis estadistico se realizO mediante las pruebas de Kruskal-
Wallis/Mann Whitney y la prueba t (a = 5%). Resultados: Se observé que para una exposicion
de 1 min, el cinamaldehido, la clorhexidina y el hipoclorito fueron eficientes (p> 0.05). A los
10 minutos, el a-terpineol mostré una actividad similar al control del crecimiento (p> 0,05), a
diferencia de otras sustancias. En cuanto a la dureza, no hubo diferencia entre grupos, solo
para hipoclorito de sodio y corega. Conclusion: El cinamaldehido, la clorhexidina y el
hipoclorito mostraron actividad antifungica en el biofilm de Candida albicans en la superficie
de rejuvenecimiento protésico.

Palabras clave: Limpiadores de dentadura; Antifungicos; Estomatitis.

1. Introducéo

Reembasadores protéticos macios sdo materiais utilizados em préteses totais para
distribuir tensdes, reduzir o efeito traumatico sob a mucosa e amortecer a carga mastigatoria,
gerando um maior conforto para o usuario da prétese, anteriormente a substituicdo da mesma
(Altinci, Mutluay, Soderling & Tezvergil-Mutluay, 2018; Vandakara, Hallikerimath, Patil,
Bhat & Doddamani, 2017). Pacientes em que a adaptacdo da protese é dificultada devido a

anatomia do rebordo reabsorvido sdo os casos mais utilizados, embora também possam ser
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indicados em locais em processo de cicatrizagdo, como forma de protegdo ao estresse do
trauma oclusal, bem como em casos pés-cirurgicos (Altinci et al., 2018).

Os reembasadores macios, por sua composi¢cdo, apresentam uma superficie porosa e
resiliente, devido a sua finalidade. Entretanto, sua textura e composi¢do propiciam a adesao,
proliferacdo e acumulo do biofilme (Lee et al., 2018). Dessa forma, a colonizagdo microbiana
é favorecida, podendo causar estomatite protética, uma doenca multifatorial, prevalente em
usuarios de prétese (Altinci et al., 2018; Vankadara et al., 2017). A estomatite protética
resulta em inflamacé&o, hiperplasia e sensacao de prurido dos tecidos sob a protese (Heidrich
etal., 2018; Vankadara et al., 2017).

Esta reacdo inflamatéria tem como agente causador a Candida albicans, fungo
comensal presente na microbiota normal dos individuos. Devido a capacidade da C. albicans
de adesdo e morfogénese, possui papel importante na patogénese da estomatite, e como
formas de tratamento, pode-se realizar renovagdo ou corregdes de irregularidades das
préteses, melhoria da higiene oral, prescricbes antifingicas ou sistémicas para casos mais
graves (Altinci et al., 2018; Thein, Samaranayake, & Samaranayake, 2007; Vankadara et al.,
2017). O uso de solucdes para desinfeccdo, associada a melhoria na higienizacéo oral também
é uma medida simples para reduzir a colonizacdo pelo fungo (Farzin, Bahrani, & Adelpour,
2013).

As solucbes empregadas para esta finalidade devem ter poucos efeitos as propriedades
fisico-mecénica dos materiais, além disto, ndo devem ser toxicas aos tecidos orais.
Hipoclorito de sddio (1%), clorexidina (0,12%), pastilhas efervescentes, peroxido de
hidrogénio e glutaraldeido sdo exemplos de produtos usados para desinfec¢do das proteses
(Heidrich et al., 2018; Pero et al., 2013). O hipoclorito de sodio e a clorexidina reduzem a
proliferacdo de microrganismos, incluindo a C. albicans (Pero et al., 2013).

Apesar do uso dos produtos mencionados, a busca por produtos que possuam menor
toxicidade e menos efeitos adversos nas propriedades dos materiais, tem sido frequente
(Heidrich et al., 2018; Pedroso et al., 2019). Produtos de origem natural, extraidos de plantas
tém sido propostos, com intuito de superar as limitacfes dos produtos sintéticos, além do
crescente interesse por fitoconstituintes (Heidrich et al., 2018; Kumar, Kumar, Natarajan &
Sreenivasan, 2018; Li et al., 2015; Pero et al., 2013).

Com base no conhecimento da acdo dos microrganismos na estomatite protética, este
estudo objetivou avaliar in vitro a atividade antimicrobiana das substancias a-terpineol,

cinamaldeido, hipoclorito de sédio 1%, clorexidina 0,12%, e corega efervescente frente a
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biofilmes de C. albicans (ATCC 90028) em superficies de reembasador protético macio, bem
como o efeito sobre a dureza superficial do material.

2. Metodologia

Delineamento Geral do Estudo

Trata-se de um estudo experimental, quantitativo, in vitro, cego quanto as analises e

randomizado (n=8/grupo).

Preparo dos espécimes

Espécimes de reembasador protético macio (Bosworth Trusott- Bosworth Company-
USA) foram preparados de acordo com as recomendacdes do fabricante, utilizando um molde
de matriz metalica. Os espécimes foram inseridos em placas de 24 compartimentos e

esterilizados por 6xido de etileno.

Preparo do Inéculo e desenvolvimento do biofilme

A cepa de Candida albicans (ATCC 90028) foi reativada a partir de sua cultura
original em meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (Kasvi®) e incubada a 37 °C em estufa
(Callmex, Floriandpolis, Brasil), por 24 h. Em seguida, as col6nias foram coletadas e
suspensas em RPMI 1640 (Inlab diagnostica, Brasil). Apos incubacdo a 37 °C, por 24 h,
centrifugou-se o conjunto e a concentracdo de células foi determinado com espectrofotémetro
(LGL Scientific 0741/16, Brasil), utilizando-se o comprimento de onda de 600 nm, com
densidade celular 1,0 x 10° células/mL.

Foi induzida a formacéo da pelicula salivar, inserindo-se 900 uL/espécime de saliva
artificial (Laboratorio Dilecta, Jodo Pessoa, Brasil), composta por carboximetil 1%, cloreto de
sodio 0,0084%, cloreto de potassio 0,12%, fosfato de potassio 0,0342%, cloreto de célcio
0,0146% e cloreto de magnésio 0,052%, nas placas de 24 compartimentos, sobre 0s
espécimes. As placas foram incubadas em estufa por 60 minutos (37°C), sendo ap0s esse
periodo, a saliva aspirada e indculo, em meio RPMI, dispensados sobre os espécimes, e as
amostras incubadas a 37° C, por 24 h, para adesao do biofilme.
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Preparacéo e exposi¢do as substéncias testes

Os espécimes foram alocados em seis grupos distintos (n=8/grupo): o-terpineol,
cinamaldeido, corega Tabs (solucdo efervescente), hipoclorito de sédio 1%, clorexidina
0,12% (Colgate- Palmolive, Sdo Paulo, Brasil), e solucdo salina estéril como controle de
crescimento.

O a-terpineol e o cinamaldeido, foram preparados a 10 mg/mL em meio RPMI 1640
(Inlab diagnostica, Brasil) com 0,1% Tween 80 (Laboratério Dilecta, Jodo Pessoa, Brasil). A
solucgéo efervescente Corega Tabs (CoregaTabs, Stafford Miller Ind, Rio de Janeiro, Brasil)
foi preparado em 200 mL de solucdo salina estéril aquecida, de acordo com a recomendacéo
do fabricante. A exposicao dos biofilmes as substancias foram realizadas em 24 h, 48 h e 72
horas ap0s a semeadura do biofilme. Em cada exposic¢éo, os espécimes foram individualmente
imersos nas substancias testes (500 uL), permanecendo em contato durante 1 ou 10 minutos.

Os espécimes destinados ao controle de crescimento (controle negativo) foram
submetidos a imersdo em solucdo de NaCl a 0,9%, do mesmo modo que realizado para 0s
demais grupos. Apos a exposicdo, as amostras foram lavadas com solucéo salina estéril e o
meio de cultura renovado, seguida de incubagdo a 37°C. As analises foram conduzidas ap6s
de 96 h (4 dias) da semeadura do biofilme. Destaca-se a Figura 1, observando-se a sequéncia
metodoldgica das etapas realizadas durante a exposi¢do das amostras as substancias testes e

controle.

Figura 1. Diagrama da sequéncia utilizada para exposicao as substancias testes.
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Avaliacao do metabolismo celular (MTT)

Para analise do metabolismo celular, as amostras (n= 8/grupo) foram incubadas em
500 uL de meio RPMI contendo 10% de sal de metil-tretrazolium (MTT). Durante 3 horas a
37°C, as amostras permaneceram incubadas na presenca do sal de MTT e o sistema protegido
da luz. Logo apds, aspirou-se 0 meio e inseriu-se 400 uL de isopropanol acido (6N-HCI) e a
homogeneizacdo das amostras foi realizada. O sobrenadante foi removido e a absorbancia
analisada, em duplicata, na Leitora de Absorbancia para Microplacas, utilizando comprimento

de onda entre 450 nm (Martorano-Fernandes, Cavalcanti, & Almeida, 2020).

Avaliacéo da dureza superficial

A dureza superficial dos espécimes foi determinada por meio da analise com
Microdurémetro do tipo Shore A (Hongbo, Shangai City) no inicio e ao final do experimento.
A medicdo da dureza foi realizada no centro dos espécimes, de forma padronizada, por um
Unico avaliador.

O valor da dureza (em unidade Shore A, numa escala 0 a 100) foi dado pela
profundidade da penetracdo do endentador no material sob teste. Esse parametro foi avaliado
a partir do delta entre a dureza inicial e final da formacéo dos biofilmes (Mancuso, Goiato,
Zuccolotti, Moreno, & Santos, 2009).

Andlise dos Dados

O software SPSS (StatisticalPackage for Social Sciences, IBM, Chicago, IL, USA) foi
empregado para analise dos dados. Os valores do delta da dureza e absorbancia foram
avaliados quanto a sua normalidade e homocedasticidade. A analise estatistica foi realizada
utilizando-se o Teste t pareado para avaliagdo da dureza (p<0,05). Para avalia¢cdo do MTT foi
utilizado Kruskal-wallis e Mann-whitney (p<0,05).

3. Resultados
Para analise da atividade metabdlica, descrita pela Figura 2 (ensaio de MTT), todos 0s

grupos diferiram quando comparados ao controle de crescimento (p<0,05). Com relacdo aos
tempos, ndo foi verificada diferenga estatisticamente significante entre 1 e 10 minutos
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(p>0,05). Para o tempo de 1 minuto, menores valores de atividade metabdlica foram
demonstrados para o Cinamaldeido, Clorexidina 0,12% e Hipoclorito de sédio 1%, sem
diferenga estatistica entre esses trés grupos. Para o tempo de 10 minutos, as substancias o-

terpineol e o controle de crescimento apresentaram maior atividade metabdlica, diferindo dos
demais grupos.

Figura 2. Determinagdo da absorbancia para o teste de MTT em biofilmes de Candida

albicans submetidos a solugbes de descontaminacdo em superficies de reembasador protético

(n=8).
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Quanto a dureza superficial, conforme apresentado na Figura 3, observou-se que ndo
houve diferenca entre grupos. Houve diferenca com relagdo ao tempo para 0s grupos expostos

ao hipoclorito de sédio e corega (p<0,05).

Figura 3. Delta da dureza Shore A dos espécimes do reembasador protético submetidos a

solucdes de descontaminagéo.
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4. Discussao

Os reembasadores macios proporcionam melhor adaptagéo e retencdo as proteses, de
modo a tornar o uso do dispositivo mais confortavel. Entretanto, devido a sua natureza
porosa, estes materiais absorvem agua e com o tempo tendem a sofrer alteracBes, podendo
haver distorcbes como enrijecimento e podem ainda servir como nicho para colonizacdo
microbiana (Mahboub et al., 2017; Pero et al., 2013; Vankadara et al., 2017).
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As desinfecgbes destas superficies sdo necessarias, para que ndo ocorra a
contaminagdo das mesmas por microrganismos, especialmente por leveduras de C. albicans
(Heidrich et al., 2018). Devido a busca por substancias que proporcionem desinfeccdo das
proteses, porém ndo causem danos as mesmas, as substancias naturais vém sendo alvo de
estudos para prevencdo e tratamento de estomatite protética (Heidrich et al., 2018; Vankadara
et al., 2017). Neste presente estudo buscou-se avaliar, in vitro, os fitoconstituintes o-
terpineol, cinamaldeido, aléem do hipoclorito de sédio 1%, clorexidina 0,12%, e corega
efervescente.

Solucdes de desinfeccdo como hipoclorito de sédio e clorexidina sdo indicadas e
mostram efetividade contra C. albicans e bactérias gram-positivas, ao reduzir e inibir sua
proliferacdo nas superficies protéticas (Pero et al., 2013). Esse efeito pdde ser observado nos
resultados da anélise do metabolismo celular, de modo que o biofilme de C. albicans exposto
a estas substancias apresentaram menores taxas de atividade metabdlica.

Ao analisar o efeito do dleo essencial de Melaleuca alternifélia (Tea Tree Qil-TTO),
nas concentragdes de 10, 20, 30 e 40%, incorporados a reembasadores macios contra
colonizagdo e inibicdo da C. albicans, observou-se em todas as concentra¢des avaliadas uma
reducdo nas unidades formadoras de coldnias (UFC/mL), demonstrando boas propriedades
antifangicas da substancia em questdo (Vankadara et al., 2017). O o -terpineol é um dos
componentes do TTO, apresentando propriedades antifingicas e antibacterianas (Li et al.,
2015).

Comparando-se os fitoconstituintes cinamaldeido e o-terpineol analisados neste
estudo, o biofilme exposto ao cinamaldeido demonstrou menores valores de atividade
metabdlica para ambos o0s tempos de exposi¢do, e ja o biofilme exposto a-terpineol
demonstrou maior atividade metabdlica. Infere-se que devido a substancia apresentar o
mesmo padrdo de atividade nos dois tempos avaliados (1 e 10 minutos), a imersdo para
descontaminacdo em apenas 1 minutos é efetiva, diminuindo o tempo gasto e podendo assim
ser uma vantagem para 0s pacientes, ao economizar-se tempo, além de ser uma substancia
natural.

Resultado semelhante ao encontrado neste presente estudo, foi observado para as
substancias naturais de extrato de Neem (Azadirachta indica) e de alho, as quais foram
incorporadas a reembasadores macios e avaliadas quanto a inibicdo de C. albicans e quanto a
variacdo de dureza Shore A. Ambas as substancias inibiram a C. albicans, diferindo do

controle, e a dureza ndo apresentou diferenga entre as substancias, diferindo apenas para o

10
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tempo (Kumar et al., 2018). Esse padrdo de resultado, utilizando substancias naturais, pode
ser observado nos resultados deste estudo, em que para 0 metabolismo celular houve
diferenca das substancias para o grupo controle e para a dureza houve diferenca apenas para
0s tempos.

Salienta-se que substancias de origem natural apresentam diferentes composicoes,
além de sofrerem influéncia do clima, técnica de extracdes e periodo de fertilizagdo, podendo,
por isso, apresentar diferencas (Heidrich et al., 2018). Oleos e extratos si0 compostos por
varias moléculas derivadas da substancia a qual estd sendo utilizada, entretanto, a maior parte
ndo encontra-se isolado, sendo necessario em alguns casos realizar seu fracionamento
(AlSheikh et al., 2020; Tonon et al., 2018).

Para realizacdo do processo de limpeza das proteses, o dispositivo deve ser imerso na
solucdo de descontaminacdo. Entretanto com o tempo, observa-se a diminuicdo das
propriedades do material, principalmente pela absorcdo de agua, alterando a porosidade e
rugosidade, favorecendo dessa forma a colonizagdo de fungos, sobretudo a Candida albicans
(Farzin et al., 2013; Mahboub et al., 2017).

Ao avaliar a imersdo de reembasadores macios em Corega e no hipoclorito 2,5%
durante 15 minutos/dia, verificou-se que o hipoclorito de sddio reduziu a resisténcia a tragdo e
ao cisalhamento quando comparado ao Corega e ao grupo controle, dessa forma, verificou-se
o Corega como uma substancia que trara mais longevidade as bases das proteses (Mahboub et
al., 2017).

Destaca-se que o aumento do tempo de imersdo causa diminui¢do da resisténcia do
material ao cisalhamento (Mahboub et al., 2017). Nos resultados da dureza deste presente
estudo, para 0 maior tempo de exposicao (10 minutos) houve reducdo da dureza Shore A
apenas para o Corega e hipoclorito de sédio, devido ao fato destas solucdes serem mais
concentradas.

A resisténcia a tragdo entre reembasadores macios e resinas acrilicas foi avaliada ao
serem imersos em dois periodos de tempos (15 e 45 minutos), em agua destilada, Calgon (a
base de hipoclorito de sodio), Fittydent (a base de perborato de s6dio) e um grupo controle
(sem nenhuma imers&o). Quando as solugdes foram comparadas ao grupo controle, todas as
trés solucdes diferiram do mesmo, porém as trés solugdes ndo diferiram entre si,
demonstrando que todas as solugdes ndo influenciaram a resisténcia a tragdo, e que esta
aumenta-se conforme aumenta-se o tempo de imerséo (Farzin et al., 2013).

Embora as propriedades mecénicas quanto ao tipo de forga empregado avaliadas néo

sejam a mesma deste estudo, os desinfetantes utilizados pelos autores citados assemelham-se
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ao corega e ao hipoclorito de sodio, utilizados neste estudo. A escolha da solucéo
desinfectante deve ser compativel com o material da prétese, visto que a colonizacdo por C.
albicans pode ser influenciada pela incompatibilidade do material com a solucdo para
desinfeccdo (Nikawa et al., 2003).

Além das caracteristicas da superficie sobre o qual o biofilme fangico se desenvolve,
sua formacdo depende da ades&o, crescimento e co-adesdo do microrganismo (Nikawa et al.,
2003). As propriedades das resinas acrilicas e dos reembasadores macios podem ser sensiveis
a substancia desinfectante pelo seu uso diario, podendo desta forma, causar algum tipo de
falha no material (Farzin et al., 2013). A auséncia de diferenca para dureza Shore A pode ser
explicada pela curta duracdo do estudo, onde a analise em questao foi realizada apds 96 horas
das exposicdes as substancias testes, sendo um tempo curto para verificar-se uma intervencéo
neste tipo de material.

Este estudo apresenta algumas limitagdes devido sua natureza in vitro ndo simular a
complexidade do ambiente oral. H&4 de se destacar também a etiologia multifatorial da
estomatite protética, além de variagbes particulares da microbiota oral de cada individuo.
Outros estudos precisam ser realizados para que mais evidéncias a respeito de substancias
descontaminantes sejam descobertas, e assim seja possivel escolher solu¢des que causem as

minimas alteracGes possiveis nas proteses.

5. Considerac0es Finais

De acordo com os resultados do presente estudo, o cinamaldeido, clorexidina e
hipoclorito demonstraram atividade antifingica sobre biofilme de Candida albicans em
superficies de reembasadores protéticos macios.

Como perspectivas futuras, é interessante o delineamento de estudos que avaliem 0s
possiveis efeitos em células da mucosa oral, bem como ensaios clinicos para a avaliacdo da

efetividade e eficiéncia das substancias como agentes antimicrobianos.
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