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1. Objetivo do estudo

Considerando que as doencas peri-

implantares estdo associadas ao actimulo de
biofilmes, principalmente em superficies rugosas,
como as tratadas com SLA, e que agentes naturais
como a propolis verde e vermelha tém potencial
antimicrobiano, este estudo tem como objetivo avaliar
os efeitos da imersdo em extratos de propolis sobre a
atividade antimicrobiana, viabilidade celular e
desempenho quimico-fisico de superficies de titanio,
visando seu uso como estratégia complementar no

controle de contaminagao peri-implantar.
2. Metodologias
2.1. Preparo das amostras

Discos de Ticp foram incluidos e polidas
sequencialmente em uma politriz automatica por lixas
metalograficas com granulagdes #320 sob irrigacado
constante na velocidade de 250 rpm para padronizar
as superficies (Costa et al., 2020; Dini et al., 2020).
Posteriormente, as amostras foram desincluidas e

limpas em cuba ultrassdnica com 3 ciclos de 10

minutos, em solucdo com detergente enzimatico e
agua deionizada, agua deionizada e propanol 70%
(v/v), respectivamente. Por fim, as amostras foram
secas com jatos de ar quente a 250°C (Souza et al.,

2020) (Figura 1).

Figura I- Preparo das amostras. (a) posicionamento dos discos em um porta discos;

(b) e (¢) inclusdo das amostras em resina acrilica; (d) polimento em uma politriz
automdtica; (e) desinclusdo; (f) e (g) lavagem e secagem dos espécimes,

respectivamente. Fonte: Arquivo da bolsista e do grupo de pesquisa

2.2.Sintese da superficie tipo SLA

As amostras foram tratadas com jateamento
de 6xido de aluminio (Al20s) e duplo ataque acido
(HC1/H2S0s4), conforme protocolo prévio (Costa et
al., 2020). O jateamento foi realizado por 30 segundos
a 50 mm da superficie em apenas uma face do
espécime. Os discos foram imersos em 1 mL da
solugdo acida por 1 hora a 60 °C em estufa agitadora.

Ap0s o tratamento, as amostras foram limpas em cuba
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ultrassonica com agua destilada (2 ciclos de 10

minutos) e secas a ambiente

(Marchezinia et al., 2022).

temperatura

Figura 2. Tratamento de superficie do tipo SLA. (a) preenchimento do

compartimento do equipamento jateador com AI203; (b) procedimento de
Jjateamento sobre a amostra; (c¢) diferen¢a visual entre o disco maquinado
(esquerda) e o disco apos o jateamento (direita); (d) preparo da solugdo dcida de
HCl e HxSOq4; (e) imersdo dos discos na solugdo dcida; (f) incubagdo das amostras
em estufa agitadora; (g) lavagem e (h) secagem em temperatura ambiente. Fonte

Arquivo da bolsista e do grupo de pesquisa.

2.3. Caracterizacoes de superficie

Microscopia eletronica de varredura (MEV) e

espectroscopia de energia dispersiva (EDS): MEV
(JEOL JSM-6010LA) foi utilizado para caracterizar a

morfologia das superficies das amostras. Para a
identificacdo dos elementos quimicos presentes na
superficie dos discos, EDS sera realizada em
pequenos volumes, na ordem de 1 pm?® (n = 3) (Matos

et al., 2017).

Molhabilidade e rugosidade: as medi¢des do angulo

de contato com agua deionizada foram realizadas com
um gonidmetro automatizado (Ramé-Hart 100-00;
Ramé-Hart Instrument Co, Succasunna) pelo método
da gota séssil (10 pL) e medido com software (DROP
image Standard, Ramé-Hart Instrument Co,
Succasunna). A rugosidade da superficie foi analisada
por meio de um perfildmetro (Dektak 150-d; Veeco).

Os valores foram obtidos utilizando o cut-off de 0,25
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mm a uma velocidade de 0,05 mm/s durante 12 s

(Costa et al., 2020).
2.4. Testes microbiolégicos

Formacac da pelicula_salivar: Saliva humana foi

coletada e os volumes foram submetidos a
centrifugacdo (10.000 g, 4°C) por 10 min. O
sobrenadante foi filtrado com membrana de filtracdo
de 0,22 pum (Souza et al., 2019) e a saliva usada
imediatamente. Discos esterilizados por UV (Costa et
al., 2020) foram posicionados em placas de
poliestireno de 24 pogos com 1 mL de saliva filtrada
e incubadas em uma estufa contendo 10% de CO? a
37 °C por 1 h para a formagao da pelicula adquirida
(Nagay et al., 2019). O Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba Univ. de
Campinas (UNICAMP)

(87682625.8.0000.5418).

aprovou este estudo

Adesio e formacéo de biofilme: Apods a formagdo da

pelicula salivar, os discos foram submetidos a
formagao de biofilme em duas fases. Na fase 1, foram
incubados por 48 h com 100 pL de saliva humana nao
filtrada e 900 pL de meio de cultura (90% FUMm +
10% BHI), sendo expostos a sacarose 10% por 3
minutos para estimular a formacdo da matriz
extracelular. Apds esse periodo, parte das amostras
foram tratadas e as demais seguiram para a segunda
etapa. Na fase 2 os biofilmes foram novamente
inoculados com 100 pL de saliva e incubados por
mais 48 h em condi¢des de anaerobiose, totalizando
96 h de crescimento. Essa abordagem permitiu o
desenvolvimento de biofilmes maduros, simulando
condicdes supra e subgengivais para avaliar o efeito

da imersdo em solugoes de propolis.
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2.5. Terapia de descontaminac¢io com propolis

Apos a formagao dos biofilmes, os discos
foram imersos por 5 minutos em 1 mL de solugdes
controle ou de propolis, conforme dados prévios. A
descontaminacdo e as analises microbioldgicas foram
conduzidas em biofilmes supragengivais (aerobios) e
subgengivais (anaerobios). Apds, os discos foram
lavados, agitados em vortex e sonicados. Para realizar
a contagem de unidades formadoras de coldnias
(logl0 UFC/mL), as suspensdes foram diluidas e
semeadas em meios de cultura especificos (CBA e
FAA), incubadas sob condi¢des adequadas (aerobiose
¢ anaerobiose) ¢ a biomassa do biofilme foi
quantificada por peso seco. Além disso, MEV foi
realizado para analisar a estrutura do biofilme

formado.

3. Resultados e discussoes
3.1. Rugosidade e molhabilidade

Os resultados de rugosidade (Figura 3)
demonstram aumento significativo (p < 0,05) da
rugosidade nos grupos imersos em NaCl, podendo
estar relacionado com a formagdo de cristais de
cloreto de sdédio na superficie. Ja os grupos
experimentais ndo alteraram estatisticamente a
rugosidade da superficie SLA, houve apenas uma
ligeira reducdo para o grupo P. vermelho, fator que
pode estar relacionado com a formagdo de uma
pelicula semelhante a um verniz sobre o disco devido
a presenga de emulsificante (lecitina de girassol) em

sua composicao, sendo possivel a visualizagdo apos a

descontaminagao.
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O aumento na rugosidade apds a imersdo

em NaCl possivelmente influenciou  na
molhabilidade. Apesar de ndo apresentar diferenca
estatistica com o grupo SLA, houve ligeira
hidrofobicidade, devido a permanéncia de sais
inorganicos com efeitos higroscopicos na superficie
das amostras (Li et al., 2020). Ademais, as solugdes
antimicrobianas aumentaram significativamente (p <
0,05) a hidrofobicidade da superficie, sendo
justificado devido a propolis ser majoritariamente
composta por compostos hidrofébicos, como resinas,
ceras, flavonoides e acidos fenolicos (Flores et al.,
2024). Um aumento na rugosidade de um material
tende a intensificar a hidrofobicidade do
revestimento. No entanto, € crucial considerar outros
fatores na interpretagdo dos resultados, como a
composi¢do quimica do tratamento (Silva et al., 2023;
Costa et al., 2020) e alcangar o equilibrio entre os dois

fatores.
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Figura 3. caracterizagao superficial dos filmes e propriedade mecdnica. a)
rugosidade aritmétrica. b) . angulo de contato com a agua. Letras diferentes
indicam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p < 0,05, teste

de Tukey).
3.2. Testes microbiolégicos
Os achados microbiologicos demonstraram

reducdo quase total de unidades formadoras de

coldnias (Figura 4a,c), tanto em aerobiose quanto em
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anaerobiose, ap6s imersdo em ambas as propolis em
relagdo aos demais grupos (p < 0,05). As imagens de
MEV (Figura 4b,d) e CLSM (Figura 5) corroboram
com esse achado, uma vez que, apesar de ser possivel
observar a presenca de biofilme nos grupos
experimentais, essa ¢ menor que os demais grupos e,
possivelmente, as bactérias observadas foram
inviabilizadas pelos extratos. Sendo assim, mesmo
que sobre uma superficie rugosa, que tendencia ao
aumento de adesdo microbiana, essas solugdes foram
capazes de reduzir a formagdo de biofilme. As
propriedades antimicrobianas da prépolis sdo
atribuidas principalmente aos flavonoides e outros
compostos bioativos, como fendis, terpenos e
flavanonas, que atuam causando danos & membrana
bacteriana, inibindo enzimas, aumentando o estresse
oxidativo e modulando a viruléncia (Florez et al.,
2024). A propolis também inibe a enzima
glicosiltransferase (GTF), dificultando a formacgao
inicial do biofilme (Koo et al., 2002). Vale ressaltar
que os dados ndo apresentaram diferenca estatistica
entre 0 NaCl e a clorexidina. Considerando que a
clorexidina 0,2% utilizada neste estudo ndo
apresentou os efeitos antimicrobianos esperados,
conforme amplamente relatado na literatura
cientifica, levantamos a hipdtese de que possa ter
ocorrido alguma interferéncia relacionada a sua
formulacdo ou possivel contamina¢do durante o
processo de manipulagdo, mesmo tratando-se de uma
solugdo recentemente preparada. Em fungdo dessa
inconsisténcia, optamos por repetir o0s testes
utilizando uma nova solucdo de clorexidina,
proveniente de outro fabricante e com controle de

qualidade industrial, a fim de garantir maior

Unicamp
reprodutibilidade, confiabilidade metodologica e

alinhamento com os dados disponiveis na literatura.
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Figura 4. Ensaios microbiologicos. a) Contagem de Unidades Formadoras de
Colonia (logio UFC/mL) e b) MEV de biofilme polimicrobiano apés 48 horas de
Sformagdo do biofilme (fase aerdbia); c) Contagem de Unidades Formadoras de
Colonia (logio UFC/mL) e d) MEV de biofilme polimicrobiano apéos 72 horas de
Jformagdo do biofilme (fase anaerdbia). Letras diferentes indicam diferengas

estatisticamente significativas entre os grupos (p < 0,05, teste de Tukey).
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Figura 5. isosuperficies de imagens CLSM representativas.

Um achado curioso ¢ a reducdo quase total
na contagem de UFC. Dessa forma, testes de diluigdes
indicaram que, mesmo em concentragdes menores, a
propolis manteve efeito antimicrobiano, o que
favorece seu uso terapéutico. Os extratos utilizados
apresentaram cerca de 30% de compostos fendlicos,
bem acima do minimo exigido (5%), o que pode

justificar sua alta eficacia (Pinto et al., 2011).

Quanto ao peso seco (Figura 6), foi possivel
observar ligeiro aumento para 0S  grupos

experimentais. Apesar desses achados nao
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corroborarem com o observado nas analises UFC,
MEYV E CLSM, acreditamos que esse aumento pode
estar diretamente relacionado com a presenca de
emulsificante, corantes naturais e componentes
insoluveis oriundos das ceras das abelhas na
composi¢do da propolis. Como consequéncia, 0
biofilme remanescente apresentou maior viscosidade

em relag@o aos demais, influenciando no peso final na

biomassa bacteriana remanescente
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Figura 6. Peso seco apds protocolos de desinfecgéo sobre biofilmes aerébio e

anaerébio.

Figura 7. Diferenca de coloragdo e viscosidade das substincias de desinfec¢do.

4. Conclusao

As propolis verde e vermelha, apesar de

diferengas em sua  composi¢do  quimica,

demonstraram eficacia antimicrobiana e propriedades
fisico-quimicas  favoraveis, revelando-se uma
alternativa natural promissora para aplicac@o clinica

em contextos peri-implantares.
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