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RESUMO
O objetivo deste estudo foi avaliar propriedades antimicrobianas e o efeito da incorporagéo de
extratos comerciais e experimentais de banana, uva e roma sobre as propriedades mecéanicas da
resina acrilica termopolimerizavel. Inicialmente, foi feita a avaliacdo da concentracéo inibitoria
minima (CIM) dos extratos pelo método das microdilui¢cdes sucessivas em placas de cultura
celular com 96 pocos e pelo método de diluicdo em agar. Em seguida, foi realizada a avaliacédo
da acdo antimicrobiana dos extratos contra C. albicans, C. glabrata, S. aureus e S. mutans, pelo
método do poco difusdo. Os extratos comerciais e experimentais de roma e uva apresentaram
maior efetividade na inibicdo de crescimento dos microrganismos e foram incorporados na
resina acrilica para obtencdo dos corpos de prova (n=10). As variaveis de resposta foram
resisténcia a flexdo em maquina de ensaios mecanicos, rugosidade de superficie por meio de
rugosimetro e dureza de superficie com microdurdbmetro. Os dados foram comparados
utilizando teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Bonferroni, p<0,05. Houve alteragédo
na resisténcia a flexdo (p=0,001) da resina acrilica com a incorporacdo dos extratos
experimentais de roma (ER=73,3) e uva (EU=73,2) quando comparado ao controle (C=107,9),
entretanto, essas alteragdes foram maiores para 0s extratos comerciais (CR=35,6; CU=27,9).
Quanto a rugosidade de superficie (p=0,001), os extratos experimentais (ER=0,2; EU=0,2)
promoveram menor rugosidade de superficie que os extratos comerciais (CR=0,9; CU=1,2), e
maior rugosidade quando comparado ao controle (0,04). Os extratos experimentais
promoveram médias de dureza de superficie semelhantes ao grupo controle (ER=18,1;
EU=16,9; C=16,9) e maiores que a dos extratos comerciais (CR=7,8; CU=7,1). Pode-se
concluir que o extrato experimental obtido da casca de roméa apresentou os melhores resultados
em relacdo as variaveis analisadas, seguido pelo extrato experimental de uva, e 0s extratos

comerciais promoveram alterac6es significativas em todos os parametros.

Palavras-chave: Produto Natural. Acdo Antimicrobiana. Agente Antimicrobiano.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate antimicrobial properties and the effect of
incorporating commercial and experimental banana, grape and pomegranate extracts on the
mechanical properties of thermopolymerizable acrylic resin. Initially, the evaluation of the
minimum inhibitory concentration (MIC) of the extracts was carried out using the method of
successive microdilutions in cell culture plates with 96 wells and the method of dilution in agar.
Then, the evaluation of the antimicrobial action of the extracts against C. albicans, C. glabrata,
S. aureus and S. mutans was carried out using the well diffusion method. The commercial and
experimental pomegranate and grape extracts were more effective in inhibiting the growth of
microorganisms and were incorporated into the acrylic resin to obtain the specimens (n=10).
The response variables were flexural strength in a mechanical testing machine, surface
roughness using a rugosimeter and surface hardness using a microdurometer. Data were
compared using the Kruskal-Wallis test, followed by the Bonferroni test, p<0.05. There was a
change in the flexural strength (p=0.001) of the acrylic resin with the incorporation of the
experimental extracts of pomegranate (ER=73.3) and grape (EU=73.2) when compared to the
control (C=107.9), however, these alterations were greater for the commercial extracts
(CR=35.6; CU=27.9). As for surface roughness (p=0.001), the experimental extracts (ER=0.2;
EU=0.2) promoted less surface roughness than the commercial extracts (CR=0.9; CU=1.2), and
greater roughness when compared to the control (0.04). The experimental extracts promoted
surface hardness averages similar to the control group (ER=18.1; EU=16.9; C=16.9) and higher
than the commercial extracts (CR=7.8; CU=7, 1). It can be concluded that the experimental
extract obtained from pomegranate peel showed the best results in relation to the analyzed
variables, followed by the experimental grape extract, and the commercial extracts promoted

significant changes in all parameters.

Keywords: Natural product. Products with Antimicrobial Action. Antimicrobial Agent.
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INTRODUCAO

A resina acrilica é amplamente utilizada na Odontologia, principalmente para a
confeccdo de diferentes tipos de préteses, uma vez que € de facil manipulacédo, baixo custo,
estética agradavel e biocompatibilidade com os tecidos orais (Anusavice, Shen, Rawls; 2012).
Sd0 muito utilizadas como materiais constituintes de proteses totais, proteses parciais
removiveis e proteses buco-maxilo-faciais. Apesar de apresentar diversas vantagens, a resina
acrilica apresenta micro porosidades que favorecem o acumulo de biofilme e deposicdo de
micro-organismos, o que pode ser agravado pelo fato de grande parte da populacdo usuaria
dessas proteses serem idosos, e muitas vezes, apresentam menor destreza manual, 0 que
dificulta e prejudica a realizacéo da higienizagéo (Dills et al., 1988; Murtomaa; Meurman, 1992;
Kulak-Ozkan et al., 2002). Além disso, existem algumas situacdes em gue 0 acesso a
higienizacao é dificultado, como no caso de proteses obturadoras, em que apesar do controle de
micro-organismos no local ser de extrema importancia, nem sempre é passivel de ser alcancado.

O desenvolvimento de biofilme rico em micro-organismos, independente da causa, leva
ao desenvolvimento de doencas locais e sistémicas (Couthwaite, Verran 2007; linuma et al.,
2015) e assim, torna-se importante encontrar formas para garantir o controle da carga
microbiana presente nas proteses quando em funcéo (Badaro et al., 2021).

Neste sentido, a incorporacdo de agentes antimicrobianos nos materiais utilizados em
Odontologia vem sendo avaliada, com o objetivo de controlar o biofilme através da liberacdo
desses agentes pelo préprio material (Heidrich et al., 2019; Dwivedi et al., 2020; Loyaga-
Castillo et al., 2020). Alguns extratos naturais tém sido estudados por apresentarem efeitos
antimicrobianos com a vantagem de serem de baixo custo, ecologicamente corretos e seguros
para uso terapéutico em humanos (Kumar; Yadav, 2009). Esses extratos podem ser obtidos a
partir das cascas ou sementes de frutas (Han, 2003; Bankar, Joshi, Kumar, & Zinjarde, 2010;
Prathna, Chandrasekaran, Raichur, Mukherjee, 2011) e raizes (Ahmad et al., 2010).

As cascas de bananas sdo ricas em ingredientes ativos como a lignina, celulose,
hemicelulose, pectinas, fibras dietéticas e carotenoides, que apresentam beneficios terapéuticos
(Emaga, et al., 2007; Apostolopoulos et al., 2017). A literatura mostra que um extrato alcodlico
de casca de banana apresentou atividade antimicrobiana contra Porphyromonas gingivalis e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Kapadia et al., 2015), e também apresentou acéo
antifungica frente Candida albicans (Loyaga-Castillo et al., 2020). Além das cascas de banana,
componentes da bananeira como folhas, pseudocaule, raizes e flores sdéo comumente utilizados

na medicina tradicional e muito utilizado na cultura indigena como forma de tratamentos para



infecgOes, feridas, cortes, picadas de inseto, curativo alternativo e problemas intestinais. O sulco
extraido do pseudocaule é utilizado para tratamento oral de aftas e Ulceras, demonstrando sua
efetividade antimicrobiana e cicatricial (Jouneghani et al., 2020), o que torna interessante a
incorporacdo de extrato natural provindo da banana a resina acrilica.

O extrato de semente de uva tem também apresentado resultados interessantes em
diversas areas da Odontologia, principalmente devido as suas propriedades antioxidantes e
antimicrobianas (Reddy et al., 2013). A planta produz variedades de proteinas, incluindo as
quitinases, que estdo relacionadas a caracteristicas antifngicas e antibacterianas. Essas
proteinas de defesa sdo encontradas nos caules, flores e sementes das uvas e seu maior composto
antimicrobiano € o polifenol. Nas sementes das uvas, sdo extraiveis 60 a 70% dos polifendis
(Sabo et al., 2022). Ha relatos na literatura de sua incorporacao a reembasadores para proteses
totais, mostrando resultados promissores em relacdo a sua efetividade frente a fungos, sem
alterar a rugosidade de superficie (Aref, 2020), no entanto, de acordo com nosso conhecimento,
ainda ndo ha relatos na literatura sobre os efeitos da incorporacdo desse extrato na resina
acrilica.

O extrato de Roma é um agente antimicrobiano e antioxidante natural (Fawole,
Makunga, Opara, 2012), e tem mostrado efetividade frente a fungos relacionados a dermatites
(Foss et al., 2014) e candidiase oral (Bassiri-Jahromi et al., 2018), pois foi analisado em estudo
que o extrato da casca de roma inibi o crescimento de fungos de forma a comprometer a parede
celular e a membrana citoplasmatica. Esse efeito é consequéncia do componente organico
polifendlico existir em seu material, principalmente o elagitanino hidrolisavel e punicalagina,
encontrados abundantemente nas cascas ou exocarpo da roma, o que torna a atividade
antimicrobiana dessa fruta efetivamente positiva (Celiksoy et al., 2022). Dessa forma, a
incorporacdo na resina acrilica e posterior liberacdo in loco poderia ser efetiva na manutencao
da satde oral de usuérios de préteses. Além disso, atividade antifungica deve ser um fator
importante do agente a ser incorporado na resina acrilica, ja que esses micro-organismos sao
frequentemente relacionados as doencas desenvolvidas em usuérios de proteses (Couthwaite,
Verran 2007; linuma et al., 2015). A incorporacdo de extratos naturais na resina acrilica pode
ser uma forma efetiva do controle de biofilme nos dispositivos protéticos, proporcionando
assim, ndo sé a manutencdo da saude oral de individuos, mas também a manutencdo da sua

salde geral.
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PROPOSICAO

O objetivo geral deste estudo foi avaliar propriedades microbiologicas e o efeito da
incorporagdo de extratos comerciais e experimentais de banana, uva e roma sobre as

propriedades mecanicas da resina acrilica termopolimerizavel.

Os objetivos especificos foram:

e Obter extratos naturais experimentais das frutas banana (casca), roméa (casca e semente)
e uvas Benitaka e Niagara (casca e semente);

e Avaliar a concentracdo inibitoria minima de extratos comerciais e experimentais de
banana, romé& e uva contra os micro-organismos Candida albicans, Candida glabrata,
Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans;

e Auvaliar a agdo antimicrobiana dos extratos comerciais e experimentais contra 0s micro-
organismos Candida albicans, Candida glabrata, Staphylococcus aureus e
Streptococcus mutans;

e Avaliar resisténcia a flexao, rugosidade e dureza da resina acrilica termopolimerizavel

apos a incorporacéo dos extratos na CIM obtida.

A hipotese nula testada foi que a os extratos apresentariam propriedades antimicrobianas
semelhantes aos controles e que incorporacao dos extratos naturais ndo causaria alteracdo das

propriedades analisadas.
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REVISAO DE LITERATURA

Extrato de Roma

O extrato de romé& (Punica granatum L.) apresenta propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias, cicatrizantes, antivirais e antimicrobianas com acGes terapéuticas sobre
feridas dérmicas, infeccdo vaginal, dislipidemia, gengivite em diabéticos e asma, podendo
também ser adicionado a protetor solar (Borges, 2017).

Nesta perspectiva, o extrato pode ser indicado para o tratamento de diferentes
patologias. Ramos et al.,2016 explica que:

“A romézeira € bastante utilizada por possuir efeito anti-inflamatorio, antimicrobiano e
outros e isso se deve ao fato de o fruto apresentar vasta riqueza de nutrientes e de metabolitos
secundarios. [...] a atividade antimicrobiana da rom4, apresentando, portanto, eficicia na
utilizacdo tanto para a melhora de sintomas quanto para a prevengdo de determinadas
patologias causadas por bactérias como o S. aureus e S. pyogens.”

A literatura ainda relata que esse extrato apresenta atividade antimicrobiana sobre
0 S. mutans, e é fonte de cido elagico, polifendis, vitamina C, B5 e potéssio (Kasali et al.,
2006; Lima Junior e Dimenstein (2006).

Brambilla et al., (2021) relataram que o extrato de roma promoveu baixo crescimento
bacteriano quando incorporado em enxaguatorio bucal a 10% frente ao clorexidina 0, 12%,
sendo, portanto, uma op¢do para a incorporacdo de enxaguatérios.

Estudo foi realizado para avaliar os efeitos de extratos de rom&, menta (Mentha
piperita) e coentro (Coriandrum sativum) em comparacdo a eficacia e resisténcia do
fluconazol contra a C. albicans, por meio de testes de zona de inibicdo e concentracdo
inibitéria minima. Os resultados mostraram que todos os trés extratos promoveram
propriedades antifungicas comparaveis entre os extratos e todos foram significativamente
superiores ao fluconazol. A roma ndo apresentou acdo antifungica potente contra a C.
glabrata, porém mostrou atividade antifingica superior em relacdo fluconazol, o que
possibilita a utilizacao de extratos naturais como medida profilatica em pessoas que estejam
resistentes medicamentos antifingicos, com predisposi¢cdo a infeccdes superficiais e
sisttmica por candida, além da eficacia para usuarios de proteses dentarias, devido
frequéncia da colonizacao fungica nesse material (Lekshmy et al., 2021).

A roma apresenta funcionalidade para a odontologia, visto que essa fruta tem acéo
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, e efeito antioxidante e antisseptico

(Soares, 2008). Ainda, de acordo com Pereira et al. (2005), o extrato da roma
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apresentou acdo bactericida sobre micro-organismos como Streptococcus sobrinus,
Streptococcus sanguis, Lactobacillus casei, Streptococcus mutans e Streptococcus mitis.
Extrato de Uva

O extrato de semente de uva (Vitis vinifera) é composto de complexos oligoméricos
de proantocianidina (Unusan, 2020), fibras, 6leo essencial, proteinas, alto contetido fendlico
superior aos da pele, aglcares, minerais e outras substancias (Rockenbach et al., 2011), e
apresenta acdo antioxidante e antibacteriana. Tem sido utilizado para reverter os efeitos
negativos do clareamento sobre 0s tecidos dentarios (Azevedo, 2020), sendo um produto de
grande importancia clinica.

Para Leoncio (2016), a incorporacdo desse extrato no cimento iondmero de vidro
promoveu melhoras na propriedade antibacteriana e inibicdo do desenvolvimento de
bactérias, como Streptococcus mutans (S. mutans). Segundo Unusan (2020) a uva é uma
fruta rica em carboidratos (17 g / 100 g), alto teor calérico (65 kcal / 100 g), indice glicémico
baixo, fonte fina de vitaminas B6, C, tiamina, além de conter fontes ricas de polifendis.

Zodes Z. et. al. (2020) em sua pesquisa avaliou a atividade biologica do extrato de
cana de uva (V. vinifera) e comparou com extrato de uva azul comercial, contra biofilme de
Candida. Foi observado que o extrato de cana foi mais eficaz como inibidor de biofilme do
que o extrato de uva azul comercial, uma vez que o extrato de cana de uva apresentou teor
do grupo polifenol em uma quantidade trés vezes maior e a presenca do componente
procianidina, este sendo capaz de promover a inibi¢ao bacteriana e formacéo biofilme.

Na odontologia, 0 uso do extrato da semente de uva tem sido utilizado na interface
adesiva entre materiais resinosos, esmalte e dentina por proporcionar aumento da resisténcia
adesiva ao promover o molhamento das fibras colagenas e ativacdo das metaloproteinases
endogenas (Liu et al., 2014), demonstrando beneficios significativos a adesdo (Azevedo,
2020). Ainda, seu efeito antimicrobiano impede a colonizacdo de bactérias nas fendas
formadas por retracdo ou contracdo da resina e, na interface adesiva, tendo efeito na
prevencao de caries secundarias (Nonato et al., 2019). Embora se tenha conhecimentos dos
beneficios deste extrato na interface adesiva, a sua aplicabilidade na incorporacéo em resina
acrilica visando o contato com outros substratos orais como a mucosa de assentamento de
préteses totais pode contribuir na reducdo da formacao de biofilme e consequentemente, no

menor risco de doencas inflamatdrias relacionadas a presenca de Candida albicans.
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Extrato de Banana

A banana verde consiste em polpa e casca com teor de amido (69,5% e 22,6%,
respectivamente), acdo antimicrobiana e antioxidante, e apesar dessas caracteristicas, €
comumente descartada em todo o0 mundo.

Ibrahim (2015) sintetizou, com sucesso, nanoparticulas de prata (AgNPs) a partir de
extrato de casca de banana, investigando a influéncia de alguns parametros de sintese
cruciais (ou seja, concentracao de prata, concentracdo de BPE, pH, temperatura de incubacao
e periodo de incubacdo) na formagdo de nanoparticulas de prata. As nanoparticulas
sintetizadas demonstraram acgdo antibacteriana contra E. coli e moderada atividade
antioxidante, porém, com baixa cristalinidade (Rigopoulos et al., 2019).

Vajpayee et al. (2020) investigaram a atividade antimicrobiana do extrato da casca
da banana tratado com plasma de descarga de barreira dielétrica (DBD). O extrato foi
exposto ao plasma de ar por tempos de tratamento variados de 1 a 5 minutos, seguido de
revestimento com extratos de folhas de cha verde (Camellia sinensis) e tulsi (Ocimum
sanctum) em cinco concentragdes diferentes. O tecido tratado foi avaliado em termos de
molhabilidade da superficie por uma série de testes, como analise de tempo de molhamento,
teste de hidrofilicidade e medicdes de angulo de contato. Os grupos funcionais formados no
tecido tratado foram analisados por espectroscopia de refletincia total atenuada —
infravermelho com transformada de Fourier (ATRFTIR). A morfologia da superficie foi
estudada usando microscopia de forca atdbmica (AFM) e microscopia eletrénica de varredura
(MEV), e a quimica da superficie foi estudada usando espectroscopia de fotoelétrons de raios
X (XPS). Os resultados da analise FTIR e XPS indicam que o tecido tratado com plasma
apresentou uma concentra¢do mais alta de grupos polares (—COOH, —OH, —C=0) que
melhorou a hidrofilicidade e funcionalidade da superficie. A atividade antimicrobiana da
superficie do tecido tratado foi determinada qualitativa e quantitativamente pelo método da
placa de &gar e teste de Hoenstein modificado, contra bactéria Gram-positivo
(Staphylococcus aureus) e Gram-negativo (Escherichia coli). Uma melhora na propriedade
antimicrobiana foi observada na banana tratada com plasma e tecido revestido com extratos
naturais mesmo apés quatro ciclos de lavagem. Este estudo sugere que o tratamento com
plasma DBD de ar seguido pela absorcao de extratos de folhas de cha/tulsi pode servir como
uma ferramenta melhor para o desenvolvimento de téxteis antimicrobianos naturais, que
podem servir a propdsito nos setores médico e de saude. Isso acabou levando a uma melhor

absorcdo de extratos de plantas, aumentando assim, sua atividade antimicrobiana.
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Owusu-Boadi et al. (2021) realizaram estudo baseado na extracdo do caule de
bananeira (M. paradisiaca) para determinar a efetividade antimicrobiana e antifingica, por
meio de trés fragdes de extracdo (aquoso, acetato de etila e etandlico), contra patdgenos orais
L. acidophilus, A. actinomycetemcomitans e C. albicans, visto que esses micro-organismos
estdo associados com doenga cérie, periodontite e candidiase oral. Testes mostraram que as
trés fracdes obtiveram algum grau de inibicdo do crescimento contra os trés diferentes micro-
organismos, porém o acetato de etila promoveu maior efetividade antimicrobiana. Além
dessas observacdes, foi ressaltado que o caule da bananeira contém alcalGides, terpendises,
glicosideos cardiacos e fendis (este ultimo presente nas trés fragcGes dos extratos), dando
margem de que esses compostos podem ser responsaveis pela atividade antimicrobiana
analisada no estudo. Dessa forma, a utilizagdo do pedinculo do fruto € uma possibilidade

para o mercado, uma vez que pode ser extraido varios compostos para diferentes finalidades.

MATERIAL E METODO
Extratos naturais comerciais e experimentais

As tinturas dos extratos naturais comerciais de romd a 20% (Oficina das Ervas,
Farmacia Fitoterapica, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), de uva ursi a 20 % (Oficina das Ervas,
Farmacia Fitoterapica, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), o extrato natural comercial de banana a
40% (Amanter, Belo Horizonte, MG, Brasil) e os extratos naturais experimentais de roma,
uva e banana estdo apresentados na figura 1. Para os extratos experimentais, as cascas de
banana verde foram retiradas e as cascas e as sementes das uvas e da romé& foram extraidas
separadamente, visando identificar a melhor atividade antimicrobiana. Para uva, foram

utilizadas duas espécies, sendo Benitaka e Niagara.
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Figura 1. Extratos naturais comerciais e experimentais utilizados no estudo.

A: extrato comercial de romd; B: extrato comercial de uva ursi; C: extrato comercial de banana; D: extrato
experimental de semente de roma@; E: extrato experimental de casca de roma; F: extrato experimental de banana
diluido em alcool; G: extrato experimental de banana diluido em éter; H: extrato experimental de semente de
uva benitaka; I: extrato experimental de casca de uva benitaka; J: extrato experimental de semente de uva
nidgara; K: extrato experimental de casca de uva niagara.

Obtencéao dos extratos naturais experimentais

A fabricacdo dos extratos experimentais naturais das frutas propostas foi
desenvolvida em colaboragdo com Prof. Dr. Jodo Luis Callegari Lopes da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo, conforme descrito a seguir:

O extrato de roma foi obtido a partir das cascas e das sementes da fruta, que foram
lavadas, secadas e posteriormente, levadas a estufa a 40°C durante 3 a 5 dias até a total
desidratagéo, constatada visualmente (Figuras 2 e 3). Em seguida, as partes foram trituradas
em mixer portatil (Mini Mixer Misturador Multiuso M150 Black + Decker café Whey)
(figura 4) e o po resultante foi pesado em balanca de preciséo e colocado em um Erlenmeyer
com 200 mL de alcool destilado a 96% para o procedimento de extracdo. Uma quantidade
de 79,16 g de sementes e 96,82 g de casca de roma foram utilizadas. As etapas de extracdo
e filtragem (Figura 5) foram desenvolvidas de forma que houvesse 3 repeticdes em um
intervalo de 48 horas. Apos este periodo, 0 material foi levado ao destilador visando obter

um extrato de alta pureza e concentragéo.
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Para o extrato de uva, foram utilizadas as sementes e cascas das espécies Benitaka e
Niagara com 0 mesmo processamento descrito para o extrato de roma. Para a uva Benitaka,
foram utilizadas 113,18 g de casca e 54,49 g de semente. Ja para a uva Nidgara, foram
utilizadas 54,1 g de casca e 46,64 g de semente. Apos a trituracdo em mixer portatil (Figura
6), 0 p6 dos extratos foi colocado em um Erlenmeyer contendo alcool destilado a 96% para
0 processo de extracao (Figura 7).

Para obtencdo do extrato da banana, bananas verdes foram selecionadas, lavadas e
suas cascas foram desidratadas em estufa de secagem e esterilizacdo (40°C/5 dias). O
processo de extracdo foi realizado a semelhanca do que foi descrito para o extrato de roma.
Um volume de 280 mL de etanol destilado a 96% foi colocado em Erlenmeyer e 117,93 g
de casca de banana triturada foram adicionadas, formando um precipitado. O processo
também envolveu trés extracdes com intervalos de 48 horas entre cada uma, intercaladas
pela filtragem com filtro de papel (Figura 8). Realizada essa etapa, o material foi levado a
rota evaporadora para isolamento do composto de interesse, o fenol.

A imagem a seguir apresenta o processo de desidratacdo das cascas e sementes das
frutas em uma estufa de secagem por 24, 48 e 96 horas (Figura 2), e a aparéncia final (Figura
3).
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Figura 2. Cascas e sementes de roma, cascas de banana verdes e cascas e sementes de uva,

em processo de desidratagdo em estufa a 40°C por um periodo de até cinco dias.

24 h

96 h
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Figura 3. Aspectos das cascas de banana, casca e semente de roma desidratadas,

respectivamente.

Figura 4. Uso do mixer portatil e pesagem das particulas de cada fruta desidratada.

A: Trituracdo das frutas com o auxilio de um mixer portatil.
B: Pesagem das particulas trituradas.

C: Particulas separas em béquer para inicio do processo de extracgéo.
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Figura 5. Processo de extracdo e filtragem dos extratos experimentais nos periodos de 24 e
48 horas.

A: Trituragdo das uvas com auxilio de um mixer portatil
B: Particulas separadas em béquer
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Figura 7. Imagens do primeiro dia de extracdo e do primeiro processo de filtragem dos

extratos de uva experimental.

Depois das etapas de extracao e filtragem, os extratos foram submetidos a processos
para atingir a concentracdo desejada e producdo final desses extratos. As figuras 9, 10 e 11

mostram o aspecto final de cada extrato experimental natural produzido.
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Figura 9. Aspecto final dos extratos naturais experimentais da semente e casca de roma.

Extratos de Roma

W W

Figura 10. Aspecto final dos extratos naturais experimentais de semente e casca da uva
Niagara.

Extratos de Uva Niagara

B

Figura 11. Aspecto final dos extratos naturais experimentais de semente e casca da uva

Benitaka.
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Concentracdo inibitéria minima dos extratos naturais comerciais e experimentais

A concentracdo inibitoria minima (CIM) dos extratos foi determinada com base no
método das diluicBes sucessivas em placas de cultura celular (TPP, Trasadingen,
Unterklettgau, Suica) contendo 96 pogos e em duplicata (Leite et al., 2014). As placas foram
preparadas contendo o meio de cultura suplementado com concentragdes crescentes dos
extratos.

Cada um dos pogos foi inoculado com Candida albicans, Candida glabrata,
Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans e ap6s o periodo de incubagéo, o crescimento
microbiano foi avaliado por meio da turbidez da cultura. A CIM ¢é avaliada mediante a agdo
de um agente antimicrobiano em que pode ser medida estabelecendo a quantidade minima
da atividade desse agente necessario para inibir o crescimento de um microrganismo.

Como meio de cultura foi utilizado o Tryptic Soy Agar (Difco, Sparks, MD, USA).
Para padronizagdo dos indculos, as cepas dos C. albicans, C. glabrata, S. aureus e S. mutans
foram centrifugadas a 4000 rpm (centrifuga 5430R, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) por
5 minutos, lavadas e ressuspendidas em Phosphate Buffered Saline (PBS). A concentracéo
da suspensdo microbiana foi obtida em espectrofotémetro e das espécies de Candida, em
camara de Neubauer (HBG, Alemanha). Em seguida, 0 meio de cultura foi inoculado a uma
concentracéo de 1x10° células/ mL de bactérias e 1x10° células de levedura.

A CIM dos extratos foi testada em 10 concentracdes, variando entre 10 e 0,0195%.
Como controle positivo foram colocados 50 pL de meio de cultura, 50 pL de solugéo salina
e 5 pL de inéculo; como controle negativo foram colocados 50 uL de meio de cultura e 50
uL dos extratos comerciais ou experimentais. Além disso, também foi realizado um controle
com alcool a 20% e um controle com agua, uma vez que o alcool foi o veiculo utilizado na
fabricacdo dos extratos comerciais.

Apos o preparo das placas com o meio de cultura, em duplicata, as mesmas, foram
incubadas a 37°C por 24 horas, em estufa microbioldgica. Os resultados foram analisados
com base na turvacdo do meio, identificado a olho nu. A presenca de turvacao nos dois pogos
de cada concentracdo indicou crescimento microbiano (Figura 12).

Para a analise da CIM dos extratos naturais experimentais, foram empregadas 12
concentracOes de extratos (10% a 0,0048%) e controles com alcool a 100%, 90% e 40%,

agua e éter (somente para o extrato de banana).
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Figura 12. Pocos para avaliacdo da concentracdo inibitéria minima para cada micro-

organismo testado.

Placa 1: micro-organismos S. aureaus (S.a.), alcool (al), controles positivo e negativo;

Placa 2: micro-organismos C. albicans (C.a), C. glabrata (C.qg.), controles positivo e negativo;

Placa 3: micro-organismos C. albicans (C.a.), alcool (al) e C. glabrata (C.g.), alcool (al), controles positivo e
negativo;

Placa 4: micro-organismos C. albicans (C.a), C. glabrata (C.g), controles positivo e negativo

Placa 5: micro-organismos S. aureus (S.a), controles positivo e negativo.

Ainda, uma analise da concentra¢do inibitoria minima dos extratos naturais
comerciais e experimentais de banana, roma e uva foi realizada pelo método de diluicdo em
agar (Figura 13). Este ensaio foi adicionado a fim de confirmar a CIM sem qualquer
interferéncia da pigmentacdo dos extratos, uma vez que, 0S extratos comerciais

apresentavam pigmentagédo que dificultavam a visualizag&o da turvacéo do meio.
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Figura 13. Atividade antimicrobiana dos extratos naturais comerciais e experimentais por

meio do método de difusdo em agar.

A: concentracdo inibitdria minima do veiculo (alcool etilico) contra Candida albicans, porém sem presenca de
extrato (Controle).

B: concentragdo inibitdria minima do extrato comercial de roma contra Candida albicans.

C: concentragdo inibitéria minima do extrato comercial de uva ursi contra Candida albicans.

D: concentracéo inibitéria minima do extrato experimental de banana (éter) contra Candida albicans

E: concentragdo inibitéria minima do extrato experimental de banana contra Candida albicans

F: concentracdo inibitéria minima do extrato experimental de semente de roma contra Candida albicans

G: concentracdo inibitéria minima do extrato experimental de casca de roma contra Candida albicans

H: concentracéo inibitéria minima do extrato experimental de casca de roma (alcool) contra Candida albicans
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A analise da acdo antimicrobiana dos extratos comerciais e experimentais foi
realizada por meio do método de poco difusdo em &gar em placa de Petri com meio
especifico para as espécies de Candida albicans, Candida glabrata, Sthaphylococcus aureus
e Streptococcus mutans. Com o auxilio de um canudo, foram feitas doze perfuragdes iguais
correspondendo & 5 mm de didmetro e uma perfuracdo ao centro da placa para controle. Os
extratos foram inseridos em concentracao de 20% (20 g de extrato para 100 mL de veiculo),
em triplicata ou quadruplicata, para cada extrato e o grupo controle variando entre alcool
40%, 90%, 100%, agua e éter (somente para o extrato da banana, pois foi um dos veiculos
utilizados para sua extra¢do), como demonstrado nas figuras 14, 15 e 16, respectivamente.

As placas foram incubadas em estufa a 37° C por 24 horas. Os halos foram avaliados
como halo de concentracdo inibitéria minima e halo de traco de inibicdo que foram medidos,
em milimetros, com auxilio de uma régua e microscépio. O resultado foi definido pelo

calculo da média do tamanho de cada halo em cada grupo de extrato, em milimetros.

Figura 14. Imagem do ensaio de Po¢o Difusdo dos extratos comerciais.

EXTRATOS COMERCIAIS

Candida albicans Candida glabrata Staphylococcus aureus

Jinch

1 2 3
Loccbeecben b b b b b

1 ao 4 = tintura de uva ursi
5 ao 8 = tintura de banana
9 ao 12 = tintura de roma
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Figura 15. Imagem do ensaio do Pogo Difusdo dos extratos experimentais.

EXTRATOS EXPERIMENTAIS

)inch 1 2 3
| I I I 1 ao 3 = extrato da semente de roma
cecbecbeee e b e e 4.20 6 = extrato de banana diluido em éter
7 ao 9 = extrato de banana diluido no alcool
10 ao 12 = extrato de casca de roma

Figura 16. Imagem do ensaio do poco de difusdo dos extratos experimentais de uva

EXTRATOS EXPERIMENTAIS

Candida albicans Candida glabrata Staphylococcus aureus Streptococcus mutans

1 ao 3 = extrato Nidgaracasca
1 2 3 4 ao 6 = extrato Nidgarasemente
FETITRI ARA ERTA CATARTRAAANAL o ppata P
10 ao 11 = extrato Benitakasemente

Jinch
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Confeccdo dos corpos de prova em resina acrilica sem e com a incorporacdo dos
extratos naturais comerciais e experimentais

A manipulagdo da resina acrilica (Classico, Artigos Odontoldgicos Classico Ltda.,
S&o Paulo, SP, Brasil) foi realizada de acordo com as proporgdes indicadas pelo fabricante,
sendo 1:3 de mondmero/polimero. Foram empregados corpos de prova em formato
retangular para analises de rugosidade superficial, microdureza e resisténcia a flexdo. As
amostras foram obtidas a partir de moldes criados por matrizes metalicas (Sec¢éo de Oficinas
de Preciséo-Mecénica-USP, Ribeirdo Preto-SP, Brasil), com 65 x 10 x 3,3 mm (Figura 17)

incluidas em muflas e gesso.

Figura 17. Matriz retangular metalica para obtencéo dos corpos de prova em resina acrilica.

A concentracdo a ser incorporada a resina acrilica foi definida ap6s a analise da
concentracdo inibitdria minima. Para as tinturas dos extratos comerciais de Roma e Uva, foi
empregada a porcentagem em peso de 5%, e dessa forma, foi realizada uma reducéo
proporcional de 2,5% para o polimero, sendo adicionado 10,47 g de pd, e reducdo de 2,5%
do monémero (adicionou 5,25 mL de liquido), sendo, portanto, incorporado 5% de tintura

dos extratos comerciais, equivalente a 4,5 g de tintura (Figura 18).
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Figura 18. Balanga utilizada para pesagem e medida demarcada do polimero,
respectivamente.
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Apds isso, o material foi manipulado (figura 19), prensado (prensa hidraulica
Protecni-Protecni equip. méd., Araraquara-SP) e polimerizado, segundo as instrucdes dos
fabricantes (Imersdo em agua a temperatura ambiente, elevacdo da temperatura até 100° C
por 90 minutos e manutencdo a 73° C por 30 minutos), em polimerizadora elétrica
(Termocycler T100, Ribeirdo Preto-SP). Terminada a polimerizagdo, aguardou-se o
resfriamento das muflas em bancada e ap6s a desinclusdo, os corpos de prova receberam
acabamento e polimento em politriz horizontal (Struers - DP 9, Copenhagen, Dinamarca)
com lixas d’agua de diferentes granulagdes (320, 400, 600 e 1200 - Norton Abrasivos Brasil,
Saint-Gobain, Francga), seguido de polimento com pano de polimento (Fortel Ind. Com, S&o
Paulo-SP) (figura 21) e branco de Espanha (Branco Rio — Orlando Antonio Bussioli-ME,
Rio Claro-SP, Brasil) em baixa velocidade.

A manipulacédo da resina acrilica para os extratos experimentais seguiu a proporcao
indicada pelo fabricante 1:3 (mondmero/polimero) de forma que os extratos foram
acrescentados ao polimero, no momento da manipulacdo. Seguindo os resultados da CIM,
foram adicionados 0,325% em peso de extrato experimental da casca da Romé e 0,652% em
peso de extrato da semente de Uva. Os extratos experimentais foram, inicialmente,
macerados em Gral com Pistilo e depois, o polimero foi adicionado até a obtencdo de uma
mistura homogénea (Figura 20). Em seguida, a mistura foi transferida para um pote do tipo

Paladom com tampa de vidro (Nova Ogp Inddstria e Comércio, Braganca Paulista - SP) para
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adicdo do mondmero e manipulacdo de acordo com o fabricante. A prensagem, o
acabamento e polimento seguiram 0s mesmos processos descritos anteriormente para 0s

extratos comerciais.

Figuras 19. Manipulacéo da resina acrilica para obtengéo do corpo de prova controle.
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Figuras 20. Processo de manipulacdo da resina acrilica com o0s extratos naturais

experimentais

Processo de incorporacgao do Extrato de Uva Niagara a
resina acrilica

s

4

J/
/4
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Figura 22. Corpo de prova sendo polido em politriz com lixa d’agua.
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Figura 23. Corpos de prova do Figura 24. Corpos de prova do
primeiro ensaio, com tintura de segundo ensaio, com tintura de uva
roma. ursi.

Figura 25. Corpos de prova do Figura 26. Corpos de prova do
extrato de Romé experimental extrato de Uva experimental
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Desfechos

Propriedades mecénicas

Resisténcia a flexdo

O ensaio seguiu a norma 1SO 20795-1:2008. Os corpos de prova foram submetidos ao
ensaio de flexdo em 3 pontos (Figura 27), o qual consiste em dois apoios localizados a 50
mm um do outro e carga de flexdo aplicada no centro, em Maquina de Ensaios mecanicos,
modelo MEM 2000 (EMIC, S&o José dos Pinhais, PR, Brasil), com velocidade de

deformacéo igual a 5 mm/min, sendo esses valores constantes.

Figura 27. Ensaio de resisténcia a flexdo em Maquina de Ensaios mecénicos.

Rugosidade de Superficie

A rugosidade de superficie dos corpos de prova experimentais foi avaliada por meio
de rugosimetro (Surftest SJ - 201P, Mitutoyo Corporation, Tokyo, Japdo). Para cada corpo
de prova foram realizadas trés leituras na face polida (Figura 28), sendo uma no centro e as
outras duas ha 1 mm do centro) com 05 cut offs (Ac) de 0,8 mm, com velocidade de 0,5 mm

/5. Ao final foi calculada a média aritmética destas trés medidas (um).
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Figura 28. Ensaio de rugosidade de superficie através de Rugosimetro
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Dureza de superficie
Para as leituras de dureza Knoop, a superficie dos corpos de prova foi dividida em

quatro partes. Cada parte foi submetido a uma leitura de dureza (Shimadzu Corporation,

Kyoto, Japdo; figura 29) com carga de 25 g por 5 segundos (Peyton, 1975; Pisani et al., 2010,
2012). O valor de dureza final para cada corpo de prova foi o resultado da média dos 04

valores encontrados.
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Figura 29. Imagens de ensaio de dureza em Microdurébmetro e visdo microscépica da leitura
de dureza do corpo de prova por meio de traco em losango, respectivamente.

ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos das analises efetuadas foram submetidos a testes estatisticos
apropriados com o auxilio de um programa estatistico (SPSS 25 for Windows; SPSS Inc,
Chicago, Ill, USA). Verificada a distribuicdo ndo normal (Teste de Shapiro-Wilks), foi
aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis de amostras independentes, corrigido

pelo teste de Bonferroni (p<0,05), considerando um intervalo de confianca de 95%.

RESULTADOS

Concentracdo inibitéria minima dos extratos comerciais e experimentais

A concentragdo inibitéria minima das tinturas dos extratos naturais comerciais de
uva ursi e roma para todos os micro-organismos foi de 5%. O extrato de banana comercial
testado ndo apresentou inibi¢do nas concentragdes avaliadas, e por isso, as demais avaliagdes
ndo foram realizadas com este extrato. A concentracao inibitéria minima (CIM) foi avaliada

frente C. albicans, C. glabrata, S. mutans e S. aureus.
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As Tabelas 1, 2, 3, 4 e 5 apresentam a concentracdo inibitoria minima para os extratos

naturais comerciais.

Tabela 1. Concentragdo inibitoria minima de tintura do extrato de romé (1), tintura do

extrato de uva ursi (2) e extrato de banana (3) para C. albicans.

20%  10% 5%  25% 125% 0652% 0312% 0,156% 0,078%  0,039%  CP CN
1 - - - + + + + + + + + -
1 - - - + + + + + + + + -
2 - - - - + + + + + + + -
2 - - - - + + + + + + + -
3 + + + + + + + + + + + -
3 + + + + + + + + + + + -

Tabela 2. Concentracao inibitéria minima de tintura do extrato de roma (1), tintura do

extrato de uva ursi (2) e extrato de banana (3) para C. glabrata.

20% 10% 5% 2,5% 1,25% 0,652% 0,312% 0,151% 0,078% 0,039% cP CN
1 - - + + + + + + + + + -
1 - - + + + + + + + + + -
- -+ + + + + + + + + -
- -+ + + + + + + + + -
3 + + o+ + + + + + + + + -
3 + + 4+ + + + + + + + + -
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Tabela 3. Concentracgdo inibitéria minima de tintura do extrato de roma (1), tintura do
extrato de uva ursi (2) e extrato de banana (3) para S. mutans.

20% 10% 5% 25% 125% 0,652% 0,312% 0,51% 0,078%  0,039% (P CN
1 - - - - + + + + + + - +
1 - - - - + + + + + + - +
- - - - - - + + + + - +
2 - - - - - - + + + + - +
+ + + 4+ + + + + + + + -
+ + o+ 4+ + + + + + + + -

Tabela 4. Concentracao inibitéria minima de tintura do extrato de roma (1), tintura do
extrato de uva ursi (2) e extrato de banana (3) para S. aureus.

20% 10% 5% 2,5% 1,25%  0,652% 0,312% 0,151% 0,078% 0,039% CcP CN

2| - - - - + + + + -
2| - - - - + + + + -
3 + + 4+ + + + + + + + + -
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Tabela 5. Micro-organismos em meio ao alcool, veiculo utilizado nas tinturas, para
controle. CP= controle positivo. CN= controle negativo.

20% 10% 5% 2,5% 1,25% 0,652% 0,312% 0,151% 0,078%  0,039% CcP CN

C. albicans | + + o+ + + + + + + + + R
C. albicans | + + + 4+ + + + + + + + -
C.glabrata | + + + + + + + + + + - -
C. glabrata | + + o+ o+ + + + + + + - -
S. mutans | + +  + o+ + + + + - - - -
S. mutans | + + o+ o+ + + + + - - - -
S. aureus + + + o+ + + + + + + -+
S. aureus + + + o+ + + + + + + -+

A concentragdo inibitéria minima para os extratos naturais experimentais de casca e
semente de roma e uvas Benitaka e Nidgara, assim como o extrato experimental da casca de
banana, foram avaliados frente aos mesmos micro-organismos avaliados para as tinturas de
extratos naturais comerciais (Tabela 6). A CIM do extrato de casca de romé foi de 0,165%
para C. glabrata e S. mutans, 0,325% para C. albicans e 0,039% para S. aureus. O extrato
de banana foi eficiente em 2,5% para C. albicans e S. aures, 0,652% para C. glabrata e
0,325% para S. mutans. Banana éter promoveu inibicdo em 2,5% de C. albicans e C.
glabrata, 5% de S. aureus e 0,652% de S. mutans. Semente de romad promoveu inibi¢céo
apenas de S. aureus (5%) e S. mutans (10%). O extrato de semente de uva Benitaka causou
inibicdo em 0,625% de C. glabrata e 0,156% de S. aureus; a casca de uva Benitaka
apresentou CIM a 5% para S. aureus e 10% para S. mutans. O extrato da semente de uva
Niagara causou inibicao de C. glabrata a 1,25%, S. aureus e S.mutans a 0,165%; o extrato
de casca de Ni&gara promoveu inibicdo apena de C. albicans na concentracdo de 2,5%.

Os extratos de banana experimentais apresentaram mais efetividade comparado aos
extratos de banana comerciais. Os resultados dos extratos de uva foram ineficazes para a C.

albicans.
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Tabela 6. Resultado da concentracdo inibitdria minima dos extratos experimentais naturais

C. albicans C. glabrata S. aureus S. mutans
Casca roma (4gua) 0,325% 0,156% 0,039% 0,156%
Banana (alcool) 2,5% 0,652% 2,5% 0,325%
Banana éter (alcool) 2,5% 2,5% 5% 0,652%
Roma semente (agua) S/E S/E 5% 10%
Benitaka semente S/E 0,652% 0,156% S/E
Benitaka casca S/IE S/IE 5% 10%
Nidgara semente SIE 1,25% 0,156% 0,156%
Niagara casca 2,5% S/E S/E S/E
Controle - lcool 0,325% 0,325% 1,25% 1,25%

Atividade antimicrobiana dos extratos naturais

S/E: sem efetividade

Os melhores resultados em relacdo a agdo antimicrobiana foram apresentados pela

tintura do extrato comercial de roma, o extrato experimental da casca da roma e os extratos

experimentais das sementes das uvas Benitaka e Niagara (Tabela 7).
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Tabela 7. Médias das mensuracdes dos halos de inibicdo (mm) e tracos de inibicdo dos
extratos pelo método de poco difusdo em agar.

Halo de inibicdo (mm) Halo de Trago de inibi¢do (mm)
C. C. S. S. C. C. S. S.
albicans glabrata aureus mutans | albicans glabrata aureus mutans
Roma Comercial Na 9,67 12,58 11,42 Na 23,17 18,58 17,08
Roma Experimental . 1067 1822 1222 | 1044 2611 2333 Na
Casca
Roma Experimental Na Na Na Na Na 922  Na
Semente
Banana Comercial Na Na Na Na Na Na Na Na
Banana
Experimental Casca Na Na Na Na Na Na 10 8,33
Uva Ursi comercial Na Na 17 9,75 Na 9,92 Na 13
Uva Benitaka
Experimental 0,79 0,84 1,4 0,74 Na Na Na Na
Semente
Uva Benitaka Na Na Na 0,89 Na Na Na Na
Experimental Casca
Uva Niagara
Experimental 1,9 0,81 1,3 0,78 Na Na Na Na
Semente
Uva Niagara Na Na Na 0,86 Na Na Na Na
Experimental Casca

Na: ndo se aplica

Propriedades mecénicas

Resisténcia a flexao

A tabela 8 mostra os resultados encontrados de resisténcia a flexao da resina acrilica apos a
incorporacdo dos extratos naturais experimentais e comerciais apos aplicacdo do teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Bonferroni.
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Tabela 8. Comparacao dos extratos naturais comerciais e experimentais para a resisténcia a
flexdo.

CONTROLE EXPERIMENTAIS COMERCIAIS
S/ ~ - P
EXTRATO ROMA UVA ROMA UVA
Média 105,5 73,7 69,6 35,5 27,8
DP 8,4 7.8 13,1 7,5 3,2
i a b b c c < 0'001
Mediana 107,875 73,3 73,2 35,6 27,9
IC 99,5-1115 68,1-793 602-790 30,1-40,8 255-30,0
DP: Desvio-padrdo; IC: Intervalo de Confianca; Letras iguais indicam igualdade estatistica
entre colunas
Pode-se observar que a incorporacdo dos extratos naturais comerciais e
experimentais na resina acrilica promoveu valores de resisténcia a flexdo inferiores aos do
grupo controle. Os extratos naturais experimentais apresentaram valores intermediarios,
enguanto os extratos naturais comerciais apresentaram os menores valores para a resisténcia
a flexdo.
Rugosidade de Superficie
A tabela 9 mostra os resultados obtidos quanto a rugosidade de superficie para 0s
extratos naturais experimentais e comerciais ap0s a incorporacdo na resina acrilica.
Tabela 9. Dados de rugosidade de superficie (Ra, um) dos corpos de prova do grupo
controle e ap0s a incorporacdo dos extratos naturais experimentais e comerciais de roma e
uva.
CONTROLE EXPERIMENTAIS COMERCIAIS
S/EXTRATO ROMA UVA ROMA  UVA
Média 0,04 0,2 0,2 0,9 1,2
DP 0,01 0,2 0,3 0,3 0,3 < 0.001
Mediana 0,042 0,08° 0,08° 0,93° 1° ’
IC 0,03-004 003-04 002-04 04-11 08-12

DP: Desvio padrdo; IC: Intervalo de Confianga; Letras iguais indicam igualdade estatistica
entre colunas

A adicdo da tintura do extrato natural comercial de uva Ursi, promoveu maior
rugosidade de superficie que os demais. Os extratos naturais experimentais de roma e uva,
e 0 extrato natural comercial de roma apresentaram valores semelhantes entre si e diferentes

do controle, que apresentou menor média de rugosidade de superficie.
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Dureza de superficie

A tabela 10 mostra os resultados obtidos de microdureza Knoop ap0s incorporagao
dos extratos naturais experimentais e comerciais na resina acrilica. Os valores de dureza dos
corpos de prova apés a incorporagédo dos extratos naturais experimentais foram semelhantes
aos valores encontrados para o grupo controle. J& a incorporagéo das tinturas dos extratos

naturais comerciais promoveu valores menores quando comparado aos demais grupos.

Tabela 10. Dados de microdureza Knoop dos corpos de prova do grupo controle e apés a
incorporacgédo dos extratos naturais comerciais e experimentais.

CONTROLE EXPERIMENTAIS COMERCIAIS
s/ ~ - P
ExTRATO  ROMA UVA ROMA UVA
Média 16,9 18,1 16,9 7.8 7.1
DP 0,8 18 16 0,5 15
Mediana 17,055° 18,22° 17,03 7,8° g5 0001
IC 16,3-17,5 168-193 157-180 7,5-83 58-83

DP: Desvio padrdo; IC: Intervalo de Confianga; Letras iguais indicam igualdade estatistica
entre colunas

DISCUSSAO

Com o aumento da expectativa de vida, o envelhecimento da populacdo é uma
realidade em nosso pais. Consequentemente, isso ird acarretar um aumento das demandas
relacionadas a salde dos pacientes idosos, incluindo os cuidados com a satde bucal dessa
populacdo, em que ainda terd o edentulismo de forma muito presente (Maciel et al., 2015).
Dessa forma, a utilizacdo de proteses com base de resina acrilica ainda é e sera uma opcéo
recorrente, principalmente para a populacdo com menores condi¢des financeiras.

Entretanto, a utilizacdo constante de proteses ou a sua méa higienizacdo mostram-se
como um risco em potencial para o acimulo de biofilme, que, quando associado a fatores
como tempo de uso da protese, quantidade e qualidade da saliva e tabagismo podem
promover a ocorréncia de infec¢fes na cavidade oral, as quais sdo capazes de comprometer
a saude geral do individuo (Delaney et al., 2019). Diante desse quadro, a incorporac¢ao dos
extratos naturais em resina acrilica termopolimerizdvel tem como objetivo inibir o
crescimento de micro-organismos causadores de patologias orais mediante ao uso de
préteses (Lisboa;Chianca, 2012).

O objetivo desse estudo foi avaliar propriedades antimicrobianas de extratos naturais

comerciais e experimentais de roma, uva e banana e avaliar o efeito da incorporacéo destes
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extratos a resina acrilica termopolimerizavel contra micro-organismos que compdem o
biofilme da prétese e sobre propriedades mecanicas da resina. Os resultados mostraram que
a hipotese nula foi rejeitada, uma vez que para todas as analises, foram diferentes dos
respectivos grupos controle.

Para a obtencdo dos resultados, foram realizados testes de concentragdo inibitdria
minima (CIM) pelo método das diluicdes sucessivas em placas de cultura celular, método
da diluicdo em &gar e método do poco difusdo para analise antimicrobiana. A CIM capaz de
inibir os micro-organismos foi de 5% para 0s extratos comerciais, enquanto para 0S
experimentais, a CIM foi de 0,325% paro o extrato experimental da casca da Romé e 0,652%
para o extrato da semente de Uva. A partir da concentracdo inibitoria minima obtida para
cada extrato natural, foi possivel realizar a incorporacdo desses extratos na resina acrilica.

O extrato de romé& apresentou efetividade tanto na formulagdo comercial como na
experimental. O extrato de roma comercial, desempenhou efetividade contra todos os micro-
organismos avaliados, sendo 10% para Candida glabrata, 5% para C. albicans e 2,5% para
Sthaphylococcus aureus e Streptococcus mutans. J& o extrato experimental obtido da casca
de rom& promoveu melhores resultados, uma vez que atingiu menores concentragdes de
inibicdo para todos 0s micro-organismos, enquanto o extrato obtido pela semente de roma
foi efetivo frente a um menor nimero de cepas, tendo acdo frente a S. aureus e S. mutans.
Esses resultados sd@o semelhantes a estudos prévios que relatam que a casca de roma com
seus efeitos anti-inflamatérios e antimicrobianos, podem ser indicadas para aplicacdes
clinicas, como uma opcao natural devido a ampla atuacdo contra patdgenos bacterianos e
fangicos (Bassiri-Jahromi et al., 2018). Ainda, Pereira et al. (2005) mostraram que um
dentifricio contendo o extrato de casca de roma foi eficaz quando comparando ao
digluconato de clorexidina, sendo efetivo frente a micro-organismos do biofilme dental,
sendo uma opc¢éo vidvel na prevencdo da carie e gengivite.

O extrato natural de uva foi o segundo extrato mais promissor nessa pesquisa. O
extrato comercial de uva-ursi apresentou halo de concentracéo inibitéria minima de 17 mm
para S. aureus e 9,75 mm para S. mutans. Ja os extratos experimentais de semente das uvas
Niégara e Benitaka, foram eficazes na CIM e apresentaram halos de inibi¢cdo para todos 0s
micro-organismos avaliados. Segundo Han (2003), o extrato de semente de uva mostrou
mais uma acdo profilatica do que terapéutica contra a C. albicans, onde os ratos que
receberam contaminacéo fungica depois de submetidos ao extrato, apresentaram os melhores
resultados. O resultado do presente estudo & importante uma vez que indica a possibilidade

de explorar ainda mais a incorporagdo de extratos naturais em produtos odontoldgicos.
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Dentre os extratos avaliados, os que ndo apresentaram efetividade frente aos micro-
organismos durante a avaliacdo da CIM foram os extratos de banana, sendo importante
ressaltar que sua concentracao era de 40% para o comercial, maior do que as concentragdes
dos demais extratos comerciais (20%). Embora o extrato experimental obtido da casca de
banana apresentou capacidade de inibicdo de todos os micro-organismos, sua agao
antimicrobiana foi reduzida quando comparado aos demais extratos. Na acao
antimicrobiana, as respostas foram menores, abrangendo somente S. aureus com halo de 10
mm e S. mutans com halo de 8,33 mm. Devido & baixa resposta na efetividade da avaliagdo
antimicrobiana, optou-se pela ndo incorporagdo dos extratos de banana a resina acrilica. Os
resultados encontrados no presente estudo corroboram com os resultados divulgados por
Kapadia et al., (2015) que relataram que o extrato natural obtido pela casca de banana foi
capaz de inibir e apresentou efetividade antimicrobiana para S. aureus, porém, ndo foi eficaz
contra C. albicans.

Jouneghani et al. (2020) exploraram outras partes da planta da banana e obtiveram
resultados positivos frente ao biofilme da C. albicans. Fabricaram extratos da folha e do
pseudocaule, a partir da diluicio em meios a diferentes solugbes sendo etanol, acetona,
hexano e 4gua, obtendo assiminibi¢cdo minima de 60% de biofilme. Os extratos mais potentes
relatados foram o extrato etandlico das folhas e do pseudocaule. Sua explicacdo para tal
resultado é que o etanol € um dos solventes que melhor extrai o polifenol, principal
responsavel pela acdo antimicrobiana dos extratos e além disso, o pseudocaule é produto que
possui grande quantidade de fendis, o que contribui para a efetividade desse extrato contra
0S micro-organismo.

Apds as andlises de CIM por meio do método de diluicio em 4agar e acéo
antimicrobiana pelo método do poc¢o difusdo em &gar, 0s extratos naturais comerciais e
experimentais de romé& e uva foram selecionados para a etapa de incorporacdo na resina
acrilica e obtencao dos corpos de prova. Foram feitas avaliagdes em relagdo a resisténcia a
flexdo, rugosidade de superficie e dureza de superficie. Os resultados mostraram que a
adicdo dos extratos naturais comerciais em forma de tintura influenciou negativamente a
resisténcia a flexdo quanto comparado ao grupo controle. A adicdo dos extratos naturais
experimentais apresentou melhores resultados em comparacdo aos extratos comerciais, no
entanto, os valores de resisténcia a flexao ainda foram menores aos do grupo controle. 1sso
provavelmente esta relacionado a quantidade adicionada dos extratos comerciais, que de
acordo com a CIM precisaram ser adicionados em maior quantidade do que os extratos

experimentais.
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Além disso, os extratos obtidos comercialmente tinham uma forma liquida, em que o
alcool foi o veiculo utilizado, enquanto os experimentais foram obtidos na consisténcia de
po, 0 que pode ter facilitado a mistura e manipulacdo da resina acrilica. Isso pode também
ser visto em relacéo a qualidade dos corpos de prova, mostrados no material e métodos, em
que 0s corpos de prova que tiveram a adi¢do dos extratos comerciais, apresentaram maior
quantidade de pigmentos e bolhas em sua forma final, o que pode ter influenciado nos piores
resultados para os extratos comerciais liquidos.

A literatura mostra que a incorporacdo de agentes antimicrobianos na resina acrilica
levou a reducdes significantes nos valores de resisténcia a flexdo (Shibata et al., 2007,
Casemiro et al., 2008, Cunha et al, 2009, Oliveira Janior et al. 2011, Rodriguez et al., 2011,
Farias, 2017), apresentando resultados semelhantes ao presente estudo. Oliveira Junior et al.
(2011) acreditam que a incorporagdo do agente antimicrobiano na resina acrilica afetou o
grau de conversdo da resina, uma vez que foi adicionado um produto liquido, aumentando a
quantidade de mondmero residual. Da mesma forma, a alteracdo da proporcao
polimero/mondmero para os testes iniciais com 0s extratos naturais comerciais, adicionados
a adicdo de grande quantidade do extrato em sua forma liquida e com o &lcool como veiculo,
pode ter influenciado nos menores valores de resisténcia a flexao.

A rugosidade de superficie foi prejudicada pela incorporacao dos extratos em relacao
ao controle, para todos os extratos avaliados; porém, a incorporacdo dos extratos naturais
comerciais deixou a resina acrilica mais rugosa do que a incorporacao dos extratos naturais
experimentais. Cabe ressaltar que os valores encontrados para 0s extratos naturais
experimentais foram abaixo de 0,20 um, valor considerado clinicamente aceitavel pela
literatura (Zissis et al., 2000). Farias (2017) verificou um aumento da rugosidade de
superficie ao incorporar Nitrato de Cério a resina acrilica, resultados semelhantes com o
presente estudo. Da mesma forma, Pero at al. (2013) incorporaram um polimero
antimicrobiano em resina acrilica, com diferentes concentragdes do agente e os resultados
mostraram que conforme a concentracdo do polimero aumentava, aumentava também a
rugosidade superficial, de forma que a incorporagdo do polimero na resina acrilica implicou
na energia livre superficial, levando a alteracdo dessa propriedade.

A avaliacdo da dureza de superficie mostrou que a incorporagdo dos extratos naturais
experimentais na resina acrilica ndo foi capaz de alterar essa propriedade, sendo um
resultado importante encontrado pelo presente estudo. Ja os resultados encontrados para 0s
extratos naturais comerciais mostraram uma diminuigdo da dureza de superficie quando

comparado aos demais grupos. Isso pode ter ocorrido pelas diferengas das formas de
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apresentacdo dos extratos comerciais e experimentais, liquido e em po, respectivamente.
Com isso, quantidades diferentes foram incorporadas a massa de resina acrilica, e além disso,
0 extrato comercial possui alcool como veiculo de sua formulagdo, e que pode ter interferido
nos resultados encontrados, uma vez que a presenga de solventes organicos, como o alcool,
pode levar a degradacéo de plasticos e resinas (Youssif; Haddad, 2013).

O estudo da incorporacéo de agente antimicrobianos, principalmente aqueles obtidos
de extratos naturais, tem grande potencial de desenvolvimento dentro da Odontologia. O
presente estudo mostrou que é possivel fazer a incorporacdo dos extratos naturais
experimentais de casca de roma e semente de uva na resina acrilica, o que sera de grande
beneficio para os usuarios de proteses removiveis. Apesar disso, ainda existe um percurso
longo para que essa incorporacao seja feita da melhor forma, possibilitando um aumento da

performance e qualidade deste material.

CONCLUSAO

Diante desses resultados, concluiu-se que o extrato natural experimental de casca de
roma apresentou a menor concentracdo inibitdria minima e maior efetividade de agdo
antimicrobiana, seguido do extrato natural experimental de uva.

Os extratos naturais comerciais de roméa e uva promoveram alteracdes em todas as
propriedades avaliadas, em relagc&o ao grupo controle e 0s extratos naturais experimentais de

roma e uva.
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