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Resumo

Objetivo: avaliar in vitro a agdo antimicrobiana do extrato da prépolis (EP) e do digluconato de clorexidina
(DCHX) na formagao de biofilme por Candida albicans em resina acrilica termopolimerizada. Métodos: o
efeito do EP e DCHX em biofilmes de C. albicans foi avaliado pela quantificacdo de Unidades Formadoras
de Colonias (UFCs), pela quantificagdo da biomassa por cristal violeta e de polissacarideos por safranina.
Para tanto, C. albicans foram pré-aderidas em corpos de prova e somente em microplacas de poliestireno,
posteriormente foi realizado o tratamento com diferentes concentragdes de EP (221 pg/mL e 443 pg/mL) e
DCHX (0,25% e 0,5%). Resultados: foi demonstrada uma reducgdo significativa na formagao de biofilme por
C. albicans com ambas as substancias testadas e em todas as concentra¢des. Conclusdo: de acordo com os
resultados, observou-se que ambos os tratamentos foram eficazes na reducdo do biofilme e que o EP, por
ser um produto natural, de baixo custo e sem afeitos colaterais, representa uma alternativa inovadora para o
tratamento da candidose oral em usuarios de proteses removiveis.

Palavras-chave: Candida albicans. Propolis. Clorexidina.

http://dx.doi.org/10.5335/rfo.v25i1.10998

© Académico de Odontologia, Universidade Estadual do Oeste do Parana, Departamento de Odontologia, Cascavel, Parana, Brasil.

™ Doutora em Microbiologia, Universidade Estadual do Oeste do Parana, Departamento de Odontologia, Laboratério de Microbiologia Experimental, Cascavel,
Parana, Brasil.

“* Doutor em Patologia, Universidade Estadual do Oeste do Parand, Laboratério de Microbiologia Experimental, Cascavel, Parana, Brasil.

74 RFO UPF, Passo Fundo, v. 25, n. 1, p. 74-80, jan./abr. 2020




Introducao

Nos paises em desenvolvimento, como o Bra-
sil, ha um grande nimero de idosos edéntulos,
necessitando, por esse motivo, do uso de proéteses
totais (PT). Segundo dados do projeto “Brasil Sor-
ridente”, entre os idosos de 65 a 74 anos, 23,9%
necessitam de prétese total em pelo menos um
maxilar e 15,4% necessitam de proétese total du-
pla, ou seja, nos dois maxilares!. As préteses par-
ciais removiveis, préteses totais convencionais,
overdentures sobre raizes, overdentures sobre im-
plantes, sdo amplamente usadas para restabele-
cer a saude oral dos individuos. Dentre essas, as
préoteses removiveis sdo muitas vezes escolhidas
como primeira opcdo num plano de tratamento,
devido ao seu menor custo em relacdo a reabilita-
cao fixa% No entanto, o uso de préteses dentarias
removiveis pode gerar um microambiente propi-
cio para o crescimento de biofilmes em sua super-
ficied.

O biofilme é composto por uma comunidade
microbiana complexa que se forma pela adeséo e
proliferacdo de microrganismos sobre as superfi-
cies orais, incluindo os biomateriais. A capacidade
de aderéncia as superficies biéticas, como a mu-
cosa do hospedeiro e abiéticas, como a superficie
da resina acrilica de préteses, é de fundamental
importancia no desenvolvimento microbiano®t. A
resina acrilica termopolimerizada usada em ba-
ses de proteses é fornecida comercialmente em
diversas formas, atualmente o sistema pé-liquido
é o mais utilizado, devido as suas propriedades,
ao facil manuseio, ao rapido processamento labo-
ratorial e ao custo acessivel®®.

Os microrganismos orais depositam-se sobre
a prétese dentaria da mesma forma que se de-
positam nos dentes e na mucosa oral, sendo que
a rugosidade da superficie da prétese esta dire-
tamente relacionada com maior adeséo e conse-
quente acimulo desses. A rugosidade de super-
ficie provoca adeséo e retencdo de C. albicans,
microrganismo de importincia especifica na in-
ducio de candidoses’. O microambiente formado
pela interface prétese-mucosa oral apresenta bai-
x0s niveis de oxigénio e baixo pH, o que, associa-
do a ma higienizacéo bucal, ma adaptacéo da pro-
tese e reducdo do fluxo de saliva, pode favorecer o

RFO UPF, Passo Fundo, v. 25, n. 1, p. 74-80, jan./abr. 2020

desenvolvimento de um quadro de candidose®. C.
albicans é a espécie mais comumente associada
ao desenvolvimento dessa infec¢do fungica, aco-
metendo cerca de 65% dos portadores de préteses
removiveis®!®, Sua etiologia é multifatorial e os
fatores predisponentes incluem tabagismo, doen-
cas sistémicas, alteracdes imunoldgicas, alergia
ao mondmero residual da prétese, hipossalivacédo
e falta de higiene bucal e/ou da prétese!!.

Leveduras do género Candida sdo micror-
ganismos comensais humanos que geralmente
residem em pele, trato gastrointestinal, siste-
ma geniturindrio, orofaringe e trato respiratério
superior, sem causar danos a individuos sauda-
veis2. C. albicans é um patégeno oportunista,
isolado em 30% a 40% dos adultos saudaveis, e
em 50% a 65% das pessoas usudrias de prétese
removivel!®4, Entre os fatores de viruléncia, que
influenciam esse quadro, podem-se citar a capa-
cidade de aderéncia a dispositivos médicos ou cé-
lulas hospedeiras, o desenvolvimento de biofilme
e a transicdo para forma filamentosa. As hifas
permitem ao microrganismo invadir o tecido epi-
telial e penetrar nas células do hospedeiro. Em
lesdes de candidose, a invasdo do epitélio bucal
superficial é uma caracteristica marcante, acom-
panhada por destruicdo e perda dessas células.
Além disso, a formacdo de biofilmes por Candida
estd associada a falha do tratamento devido a um
alto nivel de resisténcia antifingica'®.

E desejavel que os biomateriais usados na
confeccido de proteses odontolégicas propiciem
menor adesio microbiana, diminuindo assim a
incidéncia de patologias infeciosas!'®. Imazato!”
(2003) tem discutido as vantagens de adicionar
agentes antimicrobianos dentro de materiais re-
sinosos, com o intuito de impedir a formacéo de
biofilme, e o0 uso de clorexidina pode ser uma op-
cdo. Produtos naturais sdo uma fonte promisso-
ra na busca de novos principios ativos, que pos-
sam ser utilizados como terapia alternativa no
tratamento de infecgdes oportunistas, quando o
organismo se torna debilitado ou imunocompro-
metido.

Dentre os produtos naturais, a prépolis tem
sido um dos mais investigados. A prépolis é uma
resina proveniente das Aarvores coletada pelas
abelhas Apis mellifera e contém intimeras subs-
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tancias, como, por exemplo, flavonoides. Devido
a grande variedade em sua composi¢cido quimica,
apresenta inimeras agdes farmacolégicas, como
acdo antimicrobiana (bacteriana e fiingica), an-
ti-inflamatoéria e antitumoral®. O conhecimento
sobre os problemas associados as infec¢ées por
Candida e o desenvolvimento de terapias alter-
nativas, capazes de atenuar sua viruléncia, é de
extrema importancia’®. Alguns trabalhos ja de-
monstraram a inibicdo ou atenuacéo de fatores
de viruléncia de C. albicans utilizando-se a proé-
polis?.

Portanto, o presente estudo teve por objetivo
avaliar in vitro a acdo antimicrobiana do extrato
da prépolis (EP) comparado ao digluconato de clo-
rexidina (DCHX) na formacéo de biofilme por C.
albicans em resina acrilica.

Material e métodos

Microrganismo: Foi utilizada a cepa de
Candida albicans (ATCC 90028). Para todos os
ensaios, as leveduras foram previamente ativa-
das em caldo BHI (Brain Heart Infusion) por 24
horas a temperatura de 37°C e, posteriormente,
foram repicadas em meio Agar Sabouraud Dex-
trose nas mesmas condigdes de incubacgéo.

Confeccao dos corpos de prova: Os corpos
de prova foram confeccionados, utilizando-se ma-
trizes metalicas, contendo cavidades de 10 mm de
didmetro x 2 mm de espessura, a partir de resina
acrilica termopolimerizada. Levando-se em con-
sideracdo que cada substancia foi testada em tri-
plicata, foram confeccionados 18 corpos de prova.

Extrato de prépolis e digluconato de clo-
rexidina: O EP utilizado foi adquirido comer-
cialmente da Apis Flora® na concentracio de 30%
(v/v), com dlcool 96°GL como liquido extrator, e o
DCHX da Biodindmica®na concentracéo 2%, que
posteriormente foi diluido até as utilizadas no es-
tudo.

Ensaios de biofilme: O biofilme de C. al-
bicans foi realizado de acordo com Chandra et
al.?! (2001). A partir das leveduras previamente
cultivadas, foi preparado um inéculo. As células
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foram suspensas em tampao salina fosfato (PBS
0,01M de pH 7,2) e ajustadas a concentracéo de
1x107 células/mL por contagem em cdmara de
Neubauer. Foram adicionados a placa de 24 po-
cos, contendo os corpos de prova, 500 uL do in6-
culo diluido em meio de cultura RPMI 1640 (Ros-
well Park Memorial Institute, Gibco), com L-glu-
tamina, sem bicarbonato de sédio e tamponado
com MOPS 0,165M de pH 7,2 (4cido 3-(N-morfo-
lino) propanossulfonico, Sigma), contendo 2% de
glicose. Para as placas de 96 pocos, foram utili-
zados 200 pL do in6culo, sem os corpos de prova.
Apos isso, as placas foram incubadas por 2 horas
a temperatura de 37°C, para aderéncia inicial
das células. Como controle positivo, leveduras
foram incubadas somente com meio de cultura.
Em seguida, o sobrenadante foi removido e os
pocos foram gentilmente lavados trés vezes com
PBS 0,01M, para remocéo das células ndo aderi-
das. Posteriormente, foram entéo adicionadas as
substancias antimicrobianas testadas em ques-
tdo, ambas em duas concentracoes diferentes.
O EP foi ajustado nas concentracées de 221 ng/
mL e 443 pg/mL, enquanto o DCHX foi diluido
para concentracdo de 0,25% e 0,5%. Novamente,
as placas foram incubadas por 24 horas a tem-
peratura de 37°C. Decorrido esse periodo, o so-
brenadante foi removido e foram realizadas trés
lavagens dos pocos com solucdo de PBS 0,01M.
Foram adicionados 1.000 pLL de PBS 0,01M em
cada poco das placas contendo os corpos de prova
e agitado em vértex por 5 minutos. Em seguida,
10 puL do sobrenadante foram semeados em pla-
cas contendo meio de cultura e incubadas a 37°C
por 24 horas, para posterior contagem de UFCs
(Unidades Formadoras de Colénias).

Quantificacdo da biomassa por colora-
cao de cristal violeta: O método de quantifica-
cdo da biomassa por coloracdo cristal violeta foi
adaptado da técnica descrita por Mowat et al.?
(2007). Biofilmes formados nas placas sem os cor-
pos de prova tiveram o meio de cultura removido
e as células aderentes foram lavadas trés vezes
com solug¢do de PBS 0,01M. Apéds secagem, solu-
cdo de violeta cristal a 0,5% foi adicionada a cada
poco por 5 minutos. Os pogos foram lavados com
agua destilada estéril e o biofilme descorado pela
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adicdo de solucdo de etanol 95%. Transferiu-se a
solucdo de cada poco para uma placa de 96 po-
cos que foi analisada em leitor de microplacas a
570 nm.

Quantificacdo do material polissacari-
deo por coloracao de safranina: O material
polissacaridico produzido pelo biofilme foi quan-
tificado por coloracdo com safranina, foi realiza-
do de acordo com Seidler et al.?® (2008). Apés a
formacéo do biofilme, a matriz extracelular foi
corada com solugédo de safranina durante 5 minu-
tos. Em seguida, as placas foram lavadas até o so-
brenadante ficar claro e foram lidas em leitor de
microplacas no comprimento de onda de 472 nm.

Analise estatistica: Os dados foram subme-
tidos a andlise de variancia com nivel de signifi-
cancia de 5% e intervalo de confianca de 95%.

Resultados

Foi demonstrada uma redugéo significativa
na formacdo de biofilme por Candida albicans
com ambas as substidncias testadas. A avaliacéo
do nimero de UFCs ap6s o tratamento dos corpos
de prova evidenciou uma diminui¢do no nimero
de coldnias em relacdo ao controle, com todas as
substancias testadas. O DCHX mostrou maior re-
ducéo no nimero de colénias em relacdo ao EP,
como demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 — Quantificacdo do nidmero de UFC/mL de Candida
albicans apos tratamento dos corpos de prova com
extrato de propolis e digluconato de clorexidina.

LRl B (méditiJ fi?)érc!a-lores)
Extrato de prépolis 221 pg/mL 2,6 x 10
Extrato de prépolis 443 pg/mL 1,1 x10%
Digluconato de clorexidina 0,25% 3,7x10°
Digluconato de clorexidina 0,5% 1,5 x 102
Controle positivo 2,0x 10°

Fonte: autores.

Em relacéo ao ensaio para a quantificacdo de
biomassa, realizado por coloracdo de cristal vio-
leta, o EP 221 pg/mL foi o que apresentou maior
quantidade de biomassa em relacdo aos demais,
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ou seja, menor efeito antimicrobiano, porém, ob-
servou-se diminuicdo de 38% quando compara-
da ao controle. A substincia mais eficiente foi o
DCHX 0,5%, tendo uma diminuic¢éo avaliada em
88% na formacéao de biomassa (Figura 1).

Quantificagdo da biomassa por coloragdo de
cristal violeta
0,400
0,350
0,300
0,250
0,200
0,150

#
*
0,100 .
0,050 - S
0,000 -

EP443 pg/ml  EP221pg/ml  DCHXO0,5%  DCXH0,25%

Absorbancia (570 nm)

Controle

Figura 1 — Quantificagdo da biomassa corada por cristal vio-
leta e submetida a leitura por espectrofotometria
em comprimento de onda de 570 nm; tratamento
com extrato de propolis (EP) nas concentragées de
221 ug/ml e 443 pug/ml e digluconato de clorexi-
dina (DCHX) nas concentracées de 0,5% e 0,25%;
Teste t Student foi usado para anélise estatistica e
as barras de erro representam o desvio padrao das
trés réplicas biolégicas

* representa p<0,05.

Fonte: autores.

Os resultados da quantificacdo de material
polissacarideo, corados com safranina, corrobo-
ram os resultados anteriores. O potencial inibité-
rio antimicrobiano do DCHX é superior ao do EP
(Figura 2).

Quantificagdo do material polissacarideo por
coloragdo de safranina
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Figura 2 — Quantificagdo do material polissacarideo corado
por safranina e submetido a leitura por espectro-
fotometria em comprimento de onda de 472 nm;
tratamento com extrato de prépolis (EP) nas con-
centragées de 221 pg/mlL e 443 pg/ml e digluco-
nato de clorexidina (DCHX) nas concentracoes
de 0,5% e 0,25%; Teste t Student foi usado para
analise estatistica e as barras de erro representam
o desvio padrdo das trés réplicas biolégicas.

* representa p<0,05.
Fonte: autores.
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Discussao

A incidéncia de candidose nas ultimas duas
décadas teve um incremento significativo, e C.
albicans ainda é a espécie mais prevalente. Esse
fato pode ser explicado pela menor sensibilidade
das leveduras aos agentes antifingicos comu-
mente empregados na pratica clinica. Além dis-
so, a expressdo dos fatores de viruléncia, como
transicdo morfolégica e formacdo de biofilme,
tem sido associada a dificuldades no tratamento.
A crescente incidéncia de patégenos resistentes a
medicamentos, um nimero limitado de opg¢oes te-
rapéuticas e a toxicidade dos compostos tradicio-
nais chamaram a atencfo para a atividade anti-
microbiana dos produtos naturais, incentivando
o desenvolvimento de tratamentos alternativos?.

As concentracoes do EP foram determinadas
em estudo anterior, no qual 221 pg/mL foi a con-
centracéo subinibitéria e 443 pg/mL foi a concen-
tracdo inibitéria minima. Como se sabe, os bio-
filmes sdo uma comunidade de microrganismos
que apresentam uma resisténcia de 10 a 100 ve-
zes maior que as células planctonicas?*. Assim, as
concentracdes de EP utilizadas foram baseadas
nesse conceito.

A avaliacdo do numero de UFCs apés o tra-
tamento dos corpos de prova evidenciou uma di-
minuicdo no nimero de colonias em relacdo ao
controle, com todas as substincias testadas. O
DCHX mostrou maior reducdo no nimero de co-
lénias em relacdo ao EP, como demonstrado ante-
riormente na Tabela 1.

A coloracdo com cristal violeta foi utilizada
para a quantificagdo da biomassa. O cristal viole-
ta se liga a moléculas de superficie negativamente
carregadas e em polissacarideos da matriz exopo-
limérica dos biofilmes. Portanto, quanto maior a
quantidade de material biol6gico, maior o valor de
absorbancia®. Azeredo et al.?® (2017) publicaram
uma revisdo a fim de destacar as vantagens e as
limitacoes de varios métodos utilizados no estudo
de biofilmes. Eles destacaram como vantagens do
emprego da técnica de cristal violeta a versatili-
dade, pois pode ser empregado para uma ampla
gama de microrganismos e o alto rendimento.

Em relacdo ao resultado do ensaio para a
quantificacdo de biomassa, o EP 221 pg/mL foi
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0 que apresentou maior quantidade de biomassa
em relacdo aos demais, ou seja, menor efeito an-
timicrobiano, porém, observou-se diminui¢do de
38% quando comparado ao controle. Tal resulta-
do confirma o discutido por Tobaldini-Valerio et
al.? (2016) para o promissor uso da prépolis como
terapia alternativa no tratamento de infeccdes
fungicas. A substéncia mais eficiente foi 0o DCHX
0,5%, tendo uma diminuic¢éo avaliada em 88% na
formacéo de biomassa.

Nota-se ainda que 0 EP 443 ng/mL apresentou
maior eficiéncia que o DCHX 0,25%, o que justifi-
ca o uso didrio do EP no tratamento da candidose
oral em relacdo ao digluconato de clorexidina, de-
vido ao fato de essa néo apresentar efeitos colate-
rais e possuir maior eficdcia antimicrobiana.

A quantificacdo do material polissacarideo foi
realizada por coloracdo com safranina, que tem
sido amplamente utilizada para quantificar a
formacéo de biofilme. Seidler et al.22 (2008) des-
creveram a capacidade da safranina de corar es-
truturas polares e componentes da parede celular
fungica e polissacarideos da matriz extracelular.

Os resultados da quantifica¢édo de material po-
lissacarideo corroboram novamente os resultados
anteriores. O potencial inibitério antimicrobiano
do DCHX ¢ superior ao do EP, no entanto, essa
substancia pode provocar alterages orais como a
alteracdo na coloracdo dos elementos dentarios,
perda do paladar, queimaduras no tecido mole, xe-
rostomia, lesdes descamativas, ulceracoes na mu-
cosa e gosto residual desagradavel na boca?®. Se-
gundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
o limite de concentragdo do DCHX em enxaguat6-
rios bucais ndo deve ultrapassar a concentracéo de
0,3% (Anvisa — RCD n® 29/2012). Varios estudos
tém mostrado a atividade antimicrobiana do EP,
e essa bioatividade tem sido atribuida a atividade
sinérgica entre seus varios componentes biol6gi-
cos, principalmente compostos fenélicos e flavo-
noides?. Ota et al.26(2001), observaram uma dimi-
nuicdo no numero de C. albicans, C. tropicalis, C.
krusei e C. guilliermondii na saliva dos pacientes
usudrios de prétese total que fizeram uso de EP
hidroalcodlico. Tendo em vista as dificuldades e os
varios fatores que interferem no tratamento da es-
tomatite protética com antifingicos, sdo necessa-
rias outras alternativas que possam ser mais efi-
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cazes no tratamento dessa infec¢éo, levando-se em
consideracdo os efeitos colaterais para o paciente.
O EP é um produto de uso tépico e, portanto, de
facil aplicacdo, possuindo custo menos elevado
quando comparado a clorexidina.

Conclusao

A formacéo de biofilme é um mecanismo que
permite que os microrganismos se tornem coloni-
zadores persistentes, resistentes ao sistema imu-
nolégico do hospedeiro e ao efeito de medicacoes.
O presente estudo mostrou que tanto o digluco-
nato de clorexidina como o extrato da prépolis
apresentam um potente efeito inibitério sobre o
biofilme de Candida albicans. Esse é um dado
muito promissor, considerando-se a complexida-
de no tratamento das candidoses orais e o fato de
essa ter sido relatada como problema de saiude
publica, com alta incidéncia em usudarios de pro-
teses removiveis. Entdo, o extrato da prépolis é
uma alternativa eficaz no tratamento, visto que
inibe a formac&o de biofilme pelo principal agen-
te etioldgico da infecgéo.

Abstract

Objective: to evaluate in vitro the antimicrobial
action of propolis extract (EP) and chlorhexidine
digluconate (DCHX) in the biofilm formation by
Candida albicans in thermopolymerized acrylic
resin. Methods: the effect of EP and DCHX on
C. albicans biofilms were evaluated through the
quantification of Colony Forming Units (CFU’s),
the quantification of biomass by violet crystal and
polysaccharides by safranin. For this purpose, C.
albicans were pre-adhered to specimens and only
on polystyrene microplates and subsequently the
treatment was performed with different concentra-
tions of EP (221 pg/mL and 443 pg/mL) and DCHX
(0.25% and 0,5%). Results: a significant reduc-
tion in the biofilm formation by C. albicans was
demonstrated, with both substances tested and in
all concentrations. Conclusion: according to the
results, it was observed that both treatments were
effective in reducing biofilm and EP, being a natu-
ral product, low cost and without side effects, rep-
resents an innovative alternative for the treatment
of oral candidiasis in users removable dentures.

Keywords: Candida albicans. Propolis. Chlorhexi-
dine.
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