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Resumo 

Introdução: A estomatite protética é descrita como um processo inflamatório da 

mucosa subjacente à prótese dentária removível. É a patologia com maior prevalência 

em utilizadores de prótese, geralmente assintomática, com localização preferencial no 

palato que afeta mais as mulheres. Considerada uma patologia multifatorial, a sua 

etiologia é complexa, mas evidências científicas sugerem uma forte associação entre 

estomatite protética e Candida spp, nomeadamente Candida albicans (C. albicans). O 

seu tratamento deve ser adequado ao diagnóstico e direcionado à superfície da prótese 

e à mucosa oral. Uma das estratégias mais recentes no tratamento da doença consiste 

na libertação localizada de agentes antimicrobianos utilizando materiais de rebasamento 

como meio de transporte. 

Objetivos: O principal objetivo deste estudo é investigar se a veiculação de 

clorexidina, através da adsorção na superfície de materiais de rebasamento, pode 

constituir uma estratégia terapêutica eficaz para combater a estomatite protética. Para 

tal, este estudo tem como objetivos específicos avaliar: i) a capacidade da superfície de 

dois materiais de rebasamento adsorver clorexidina, pelo método de imersão em 

solução; ii) a influência da concentração das soluções e do tempo de imersão na 

quantidade de clorexidina adsorvida; iii) o perfil de libertação da clorexidina; iv) a 

manutenção da atividade antifúngica da clorexidina libertada contra C. albicans; v) a 

citotoxicidade induzida em fibroblastos pela clorexidina libertada; e vi) a capacidade de 

recarga da superfície dos materiais após lixiviação completa. 

Metodologia: Os provetes em forma de disco foram preparados a partir dos 

materiais de rebasamento, Ufi Gel® SC e Ufi Gel® hard C, utilizando moldes e de acordo 

com as indicações do fabricante. A capacidade da superfície dos materiais adsorver e 

libertar clorexidina foi avaliada através de espetrofotometria. A manutenção da atividade 

antifúngica da clorexidina libertada contra C. albicans ATCC 10231 e a citotoxicidade 

induzida em fibroblastos L929 foram determinadas usando o teste de difusão em agar e 

o ensaio do MTT, respetivamente.  
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Resultados: Os ensaios realizados mostram que a superfície dos materiais tem 

capacidade para adsorver clorexidina e que esta se liberta rapidamente, em minutos, 

após imersão em água. Os materiais incubados em soluções com maiores 

concentrações de clorexidina libertaram maiores concentrações do agente 

antimicrobiano e, consequentemente, apresentaram maior atividade antifúngica. Ambos 

os materiais apresentaram ainda capacidade de recarga da sua superfície após lixiviação 

completa. As condições que libertaram uma concentração de clorexidina maior do que a 

concentração mínima inibitória e menor do que os valores de citotoxicidade identificados 

na literatura, foram também avaliadas quanto à sua citotoxicidade em fibroblastos, 

exibindo um efeito dependente da concentração. O material de rebasamento Ufi Gel® 

hard C apresenta maior capacidade de veiculação de clorexidina. 

Conclusão: Os resultados sugerem que a veiculação de clorexidina através da 

adsorção na superfície de materiais de rebasamento pode constituir uma estratégia 

terapêutica útil e prática de ação antifúngica para combater a estomatite protética. 

 

 

Palavras-chave: “Estomatite protética”, “clorexidina”, “diagnóstico”, “classificação”, 

“etiologia”, “tratamento”, “adsorção”, “incorporação”. 



xi 

Abstract 

Introduction: Denture stomatitis is described as an inflammatory process of the 

mucosa underlying the removable dental prosthesis. It is the pathology with the highest 

prevalence in denture wearers, generally asymptomatic, with preferential location on the 

palate that affects women the most. Considered a multifactorial pathology, its etiology is 

complex, but scientific evidence suggests a strong association between denture 

stomatitis and Candida spp, namely Candida albicans (C. albicans). The treatment must 

be suitable for diagnosis and directed to the denture surface and oral mucosa. One of the 

most recent strategies in the treatment of denture stomatitis is the localized release of 

antimicrobial agents using relining materials as delivery systems. 

Objectives: The main objective of this study is to investigate if the delivery of 

chlorhexidine, by adsorption on the surface of relining materials, can be an effective 

therapeutic strategy to combat an denture stomatitis. For that, this study has as specific 

objectives to evaluate: i) the capacity of the surface of two relining materials to adsorb 

chlorhexidine, by immersion in solution; ii) the influence of the concentration of the 

immersion solutions and the immersion time on the amount of chlorhexidine adsorbed; 

iii) the chlorhexidine release profile; iv) the maintenance of the antifungal activity of 

chlorhexidine released against C. albicans; v) the cytotoxicity induced by chlorhexidine 

released in fibroblasts; and vi) the ability to recharge the surface of the materials after 

complete leaching. 

Methodology: The disk-shaped test pieces were prepared from the relining 

materials, Ufi Gel® SC and Ufi Gel® hard C, using molds and according to the 

manufacturer's instructions. The surface capacity of the materials to adsorb and release 

chlorhexidine was evaluated spectrophotometrically. The maintenance of the antifungal 

activity of chlorhexidine released against C. albicans ATCC 10231 and the cytotoxicity 

induced in fibroblasts L929 were determined using the agar diffusion test and the MTT 

assay, respectively. 
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Results: The trials carried out showed that the surface of the materials has the 

capacity to adsorb chlorhexidine, and it desorbs quickly, within minutes, after immersion 

in water. The materials incubated with higher concentrations of chlorhexidine released 

higher concentrations of the antimicrobial agent and, consequently, showed greater 

antifungal activity. Both materials also showed the ability to recharge their surface after 

complete leaching. These results were higher for the hard-relining material Ufi Gel® hard 

C. The conditions that released a concentration of chlorhexidine higher than minimum 

inhibitory concentration and lower than cytotoxic values present in the literature, were 

also evaluated regarding their cytotoxicity with fibroblasts cells, exhibiting a 

concentration-dependent effect.  

Conclusion: The results suggest that the delivery of chlorhexidine through the 

adsorption on the surface of relining materials might provide a useful and practical 

strategy of antifungal action to tackle denture stomatitis. 

 

 

Keywords: “denture-related stomatitis”, “denture-induced stomatitis”, “diagnosis”, 

“classification”, “etiology”, “treatment”, “chlorhexidine”, “adsorption”, “incorporation”. 
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 1. Introdução 

A saúde oral é um elemento essencial da saúde geral, que se reflete na qualidade 

de vida de cada indivíduo1-3. O envelhecimento da população é um fator de risco para a 

saúde oral e é expectável que se torne mais prevalente nas próximas décadas3,4. 

Apesar da evolução e melhoria da prevenção e dos tratamentos médico-dentários, 

uma parte substancial da população adulta apresenta ausência total ou parcial da 

dentição, o que conduz à necessidade de reabilitação oral, com recurso a próteses 

dentárias5-9. A prostodontia é a área da medicina dentária responsável pela reabilitação 

de zonas edêntulas, com o intuito de recuperar a função oral e o conforto do paciente, 

devolvendo a harmonia e estética orofacial, potenciando assim uma melhor saúde oral e 

consequente melhoria da qualidade de vida do paciente10-12. 

A cavidade oral é um ambiente complexo que está continuamente exposto a 

inúmeros microrganismos patogénicos oportunistas e a colocação de prótese pode 

comprometer o estado de equilíbrio do seu microbioma, favorecendo o desenvolvimento 

de determinadas patologias na mucosa oral, como a estomatite protética (EP)13-16. 

O uso prolongado de prótese dentária acentua o processo fisiológico de reabsorção 

óssea alveolar, podendo provocar desadaptação da prótese. Neste sentido, é 

fundamental avaliar a necessidade de substituição da prótese ou de ajustar a superfície 

interna da sua base com o intuito de melhorar a adaptação aos tecidos de suporte 

recorrendo a técnicas de rebasamento, de forma direta ou indireta (Figura 1)17-19. 

Os materiais de rebasamento podem ser classificados em materiais de rebasamento 

moles ou duros, apresentando entre si diferenças a nível químico e estrutural17,20. 

Idealmente estes materiais são caracterizados pela biocompatibilidade com os tecidos 

da cavidade oral, estabilidade de forma e cor, e devem ainda apresentar resistência à 

abrasão provocada pelas condições variáveis do ambiente oral e pelos procedimentos 

de higienização21. As suas principais indicações clínicas incidem nas situações de atrofia 

e reabsorção da crista alveolar, para aumento de retenção e estabilidade das próteses, 

alívio e amortecimento de zonas de compressão, auxílio na cicatrização de úlceras 

presentes na mucosa e prolongamento dos bordos da prótese19,20,22. 
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Figura 1: Rebasamento mole de prótese acrílica removível pelo método direto19. 

 

1.1 Estomatite protética 

A EP é descrita como um processo inflamatório da mucosa subjacente à prótese 

dentária removível parcial ou total17,23-25. É a condição oral com maior incidência em 

utilizadores de prótese, podendo afetar até cerca de 70%, e é a mais descrita na 

população idosa4,25-27. Esta doença localiza-se essencialmente na arcada superior, mais 

especificamente no palato, sendo mais prevalente nas mulheres. Geralmente é 

assintomática, contudo pode estar associada a sensibilidade dolorosa, queimadura, 

sangramento, halitose, disgeusia e dificuldade de deglutição6,23,25,28,29. Quando 

diagnosticada, a EP deve ser sempre tratada, mesmo quando presente em condições 

leves ou assintomáticas, de modo a impedir a sua progressão30.  
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O diagnóstico da EP é, na maioria dos casos, baseado nos sintomas e sinais clínicos, 

juntamente com uma história clínica completa, podendo ser complementado com 

exames laboratoriais (citopatologia ou cultura microbiológica). Devido à semelhança 

clínica, recomenda-se a realização do diagnóstico diferencial com alergias aos materiais 

da prótese (polimetilmetacrilato e ligas metálicas) e nas situações em que, após 

tratamento, persistem lesões residuais irreversíveis deve ser realizado diagnóstico 

diferencial para leucoplasias6,25,29,30. 

Para avaliar a severidade inflamatória da EP, a classificação mais frequentemente 

utilizada é a de Newton, que foi também adotada pela Organização Mundial da Saúde, 

e que categoriza a doença em três tipos, de acordo com o aspeto clínico, distribuição e 

extensão da lesão. Esta classificação divide-se em: tipo I – hiperémia localizada, descrita 

como uma inflamação simples localizada; tipo II – eritema difuso associado ao contacto 

com a prótese, uma inflamação simples generalizada; tipo III – mucosa hiperémica 

associada a uma superfície granular, uma hiperplasia papilar inflamatória do palato 

(Figura 2)6,31-36. 

 

       

Figura 2: Classificação da EP segundo Newton: a) Tipo I, b) Tipo II; c) Tipo III. 

 

Apesar de um grande número de estudos sugerir como causa primária da doença a 

origem fúngica, a etiologia que desencadeia o desenvolvimento da doença é 

complexa14,17. Evidências científicas crescentes consideram a EP uma patologia 

multifatorial, associada a vários fatores etiológicos e predisponentes23-25,37. Engloba i) 

fatores sistémicos, como doenças autoimunes, terapêutica imunossupressora ou 

antimicrobiana, alterações qualitativas e quantitativas do fluxo salivar e deficiências 

a) b) c) 
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nutricionais; ii) fatores locais relacionados com o traumatismo da mucosa provocado por 

próteses desajustadas, a incorreta e escassa higiene da prótese e da cavidade oral, o 

uso contínuo da prótese que proporciona um ambiente favorável à proliferação de 

microrganismos e a hipersensibilidade ao material da prótese; e, ainda, iii) fatores 

infeciosos pela colonização de diversas bactérias e fungos, sendo a espécie Candida 

albicans (C. albicans) o agente infecioso mais comumente encontrado14,22,25,33,37,38. A C. 

albicans é um importante microrganismo comensal que se encontra no microbioma oral 

e a sua transição para uma condição patogénica ocorre devido à existência de fatores 

de predisposição no hospedeiro6,22,32. 

Vários estudos estabelecem uma forte associação da C. albicans no 

desenvolvimento da EP, devido à sua elevada virulência, capacidade de adesão aos 

tecidos orais e superfícies da prótese e habilidade para formação de biofilme17,22,27. Na 

cavidade oral a C. albicans encontra-se preferencialmente organizada em biofilme. Este 

é uma estrutura complexa revestida por uma matriz de substâncias poliméricas 

extracelulares, que permite uma maior sobrevivência dos microrganismos, uma vez que 

tem a capacidade de limitar a penetração de agentes antimicrobianos, conferindo uma 

maior resistência à terapia antimicrobiana, ao sistema imunitário do hospedeiro e à 

higienização química e mecânica das próteses e da cavidade oral39-42. 

As propriedades das resinas acrílicas que constituem as próteses e dos materiais de 

rebasamento podem sofrer alterações ao longo do tempo, quer pela abrasão resultante 

da sua utilização quer pelos métodos de higienização química e mecânica, provocando 

o aumento da rugosidade e porosidade da superfície e criando irregularidades que 

facilitam a adesão da C. albicans e a sua organização em biofilme6,21,43,44.  

Devido à sua etiologia multifatorial, o tratamento da EP é complexo e deve incidir 

sobre a superfície protética e a mucosa oral22,32. A abordagem terapêutica deve englobar 

em simultâneo uma boa higiene da prótese e da mucosa oral subjacente, repouso dos 

tecidos de suporte da prótese, eliminação de irregularidades da superfície, rebasamento 

de próteses desajustadas ou a sua substituição e o uso de agentes antifúngicos tópicos 

e/ou sistémicos, nomeadamente fluconazol, miconazol, anfotericina-B, nistatina e de 

antissépticos como a clorexidina (CHX)17,22,32,45. Estes agentes antimicrobianos são 
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eficazes no alívio dos sinais e sintomas clínicos da EP, no entanto a sua maior dificuldade 

quando administrados topicamente é a capacidade de manter concentrações 

terapêuticas nos locais alvo, devido à baixa penetração no biofilme presente e à rápida 

eliminação pela ação da saliva e dos movimentos funcionais da musculatura oral. Assim, 

grande parte do fármaco é removido da cavidade oral durante a primeira hora reduzindo 

a sua eficácia terapêutica5,46-48. Por outro lado, a administração sistémica desmesurada 

de antifúngicos pode conduzir ao crescimento de resistências antimicrobianas pela C. 

albicans, em parte devido à insuficiente concentração terapêutica na superfície da 

prótese30,46. Consequentemente, com a terapia convencional com antifúngicos tópicos e 

sistémicos são frequentes as recidivas clínicas da doença e reinfeções da mucosa oral 

tratada5,17,32,45,48. 

Alguns dos maiores desafios do tratamento da EP são a necessidade de cooperação 

e adesão do paciente à terapêutica, a recorrência da doença com ciclos de reinfeção e 

assegurar a disponibilidade do fármaco na zona afetada, numa dosagem terapêutica, por 

um longo período de tempo5,22,47. 

Uma das estratégias mais recentes no tratamento da doença consiste na libertação 

localizada de agentes antimicrobianos, através de incorporação em materiais de 

rebasamento da superfície da base da prótese. Esta combinação apresenta uma 

alternativa aos tratamentos convencionais, melhorando a biodisponibilidade e 

promovendo uma libertação sustentada de fármaco, em quantidades e com eficácia 

terapêutica nas áreas-alvo, sem a necessidade de adesão do paciente5,22,26,48. Além 

disso, acresce o efeito de prevenção que impede a adesão de microrganismos à base 

da prótese e de inibição da formação de biofilme, interferindo assim no mecanismo de 

infeção49. 

Estes procedimentos têm apresentado resultados in vitro muito promissores, que 

demonstram a ação dos antimicrobianos na diminuição da adesão da C. albicans às 

células epiteliais da mucosa oral e das superfícies da prótese17,22,47,49. Contudo, esta 

estratégia apresenta algumas limitações relacionadas com a falta de controlo sobre a 

cinética de libertação dos fármacos. Inicialmente ocorre uma libertação em elevadas 

concentrações, seguida de uma diminuição exponencial, podendo assim não atingir a 
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concentração necessária para assegurar um efeito inibitório por longos períodos de 

tempo. Além disso, a sua libertação não é controlada pela presença de infeção 

ativa12,50,51. Alguns estudos mencionam ainda que a incorporação de agentes 

antimicrobianos pode afetar propriedades dos materiais de rebasamento, como a 

resistência à tração, a sorção de água, a elasticidade, o peso, a dureza e a 

rugosidade26,45,52.  

 

1.2 Clorexidina 

A estrutura química da CHX é composta por dois anéis clorofenólicos, que atribuem 

propriedades catiónicas ao composto, e dois grupos biguanidas ligados simetricamente 

por uma cadeia de hexametileno (Figura 3)53,54. A CHX é uma base forte, praticamente 

insolúvel em água, sendo frequentemente utilizada em medicina dentária sob a forma de 

sal de digluconato, que lhe confere elevada solubilidade54-56. 

A CHX é um agente antimicrobiano com um largo espectro de ação contra vários 

microrganismos, como bactérias, vírus e fungos38,53,56. É usada com regularidade como 

antisséptico na cavidade oral, com comprovadas propriedades antifúngicas, 

antibacterianas e no combate à formação de biofilme, diminuindo a adesão da C. 

albicans nas superfícies da mucosa oral e das próteses dentárias47,49,53,57. Evidências 

científicas têm demonstrado in vivo que a CHX apresenta melhor substantividade, ou 

seja, capacidade de permanência ativa na cavidade oral, quando comparada com outros 

antissépticos utilizados17,56,58. 

A sua atividade antimicrobiana é influenciada pela sua substantividade, que depende 

não só da capacidade de adsorção da CHX às diferentes superfícies, mas também de 

fatores intrínsecos à substância, como a concentração e o tempo de aplicação, e 

extrínsecos, como o pH e a temperatura da cavidade oral e a presença de prótese 

dentária53,54,58,59. O seu mecanismo de ação é explicado pelo facto da molécula 

carregada positivamente ser rapidamente atraída pela carga negativa da superfície 

bacteriana, sendo adsorvida à membrana celular por interações eletrostáticas, 

resultando num desequilíbrio osmótico56,60-62. Em concentrações baixas apresenta ação 
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bacteriostática comprometendo a integridade da membrana e originando 

extravasamento dos componentes bacterianos de baixo peso molecular. Por outro lado, 

a sua ação bactericida é exibida em elevadas concentrações, ocorrendo precipitação e 

coagulação dos constituintes citoplasmáticos, que impedem a reparação da membrana 

celular e originam a morte bacteriana54,59,60.  

Apesar do modo de ação da CHX na C. albicans ainda não se encontrar bem 

esclarecido tem sido sugerido que o mecanismo para os fungos é semelhante ao descrito 

anteriormente para as bactérias, ou seja, dependendo da concentração pode atuar como 

fungicida ou ter ação fungistática5,38,57,63. 

Outra das vantagens apresentadas pela CHX é a sua menor capacidade de induzir 

resistências quando comparada com outros agentes antimicrobianos e, 

consequentemente, menor possibilidade de recorrência da doença5,60. Contudo, 

apresenta algumas desvantagens nomeadamente a sensação de ardor, sabor 

desagradável, irritação da mucosa e coloração dentária quando administrada por longos 

períodos de tempo, desaparecendo facilmente com o término da terapêutica. Além disso, 

pode ainda induzir efeitos citotóxicos em células humanas, como fibroblastos e células 

do ligamento periodontal, dependendo do tempo e da concentração das soluções 

utilizadas42,54. 

 

 

Figura 3: Estrutura química da clorexidina64. 
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1.3 Objetivos do estudo 

O principal objetivo deste trabalho é investigar se a veiculação de CHX através da 

adsorção na superfície de materiais de rebasamento pode constituir uma estratégia 

terapêutica eficaz para combater a EP. 

Como objetivos específicos são definidos os seguintes: 

• Verificar se a superfície dos materiais de rebasamento apresenta capacidade de 

adsorção de CHX pelo método de imersão em solução; 

• Avaliar a influência da concentração das soluções e do tempo de imersão no 

processo de adsorção da CHX; 

• Verificar o perfil de libertação da CHX; 

• Determinar a manutenção da atividade antifúngica da CHX libertada contra C. 

albicans;  

• Avaliar a citotoxicidade induzida em fibroblastos pela CHX libertada; 

• Verificar a capacidade de recarga dos materiais após lixiviação completa. 

 

Com a realização desta investigação, pretende-se responder às seguintes hipóteses 

nulas (de investigação): 

H0: A quantidade de CHX libertada pela superfície dos materiais de rebasamento não 

depende da concentração das soluções de imersão. 

H1: A quantidade de CHX libertada pela superfície dos materiais de rebasamento 

depende da concentração das soluções de imersão. 

H0: A quantidade de CHX libertada pela superfície dos materiais de rebasamento não 

depende do tempo de imersão nas soluções. 

H1: A quantidade de CHX libertada pela superfície dos materiais de rebasamento 

depende do tempo de imersão nas soluções. 
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H0: A atividade antifúngica da CHX libertada pela superfície dos materiais de 

rebasamento não depende da concentração das soluções de imersão. 

H1: A atividade antifúngica da CHX libertada pela superfície dos materiais de 

rebasamento depende da concentração das soluções de imersão. 

H0: A atividade antifúngica da CHX libertada pela superfície dos materiais de 

rebasamento não depende do tempo de imersão nas soluções. 

H1: A atividade antifúngica da CHX libertada pela superfície dos materiais de 

rebasamento depende do tempo de imersão nas soluções. 

H0: A citotoxicidade induzida em fibroblastos pela CHX libertada após 24 horas de 

contacto não depende da concentração das soluções de imersão. 

H1: A citotoxicidade induzida em fibroblastos pela CHX libertada após 24 horas de 

contacto depende da concentração das soluções de imersão.  
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2. Material e métodos 

2.1 Materiais 

Neste estudo foram testados dois tipos de materiais de rebasamento para próteses 

dentárias, o Ufi Gel® SC, um material de rebasamento mole, à base de silicone de adição 

e o Ufi Gel® hard C, um material de rebasamento duro, à base de acrílico. Ambos são 

materiais autopolimerizáveis, de polimerização a frio, que podem ser utilizados em 

rebasamentos diretos ou indiretos e os dois foram utilizados sob a forma de cartuchos 

de automistura. O agente antimicrobiano usado foi a CHX, adquirida sob a forma de 

solução comercial de digluconato de clorexidina (Figura 4). O lote, prazo de validade e 

fabricante dos materiais utilizados são apresentados na Tabela I.  

 

Tabela I: Descrição dos materiais de rebasamento e da CHX utilizados no estudo. 

Material 
Lote  

(prazo de validade) 
Fabricante 

Ufi Gel
®
 SC 

2052151 
(11/2022) 

Voco GmbH., 

Cuxhaven, Germany 

Ufi Gel
® 

hard C 
2050263 
(06/2023) 

Voco GmbH., 

Cuxhaven, Germany 

Digluconato de 

clorexidina 20% 
093K1056 

Sigma-Aldrich., 

Steinheim, Germany 

 

      

Figura 4: Materiais utilizados no estudo. a) Ufi Gel® SC; b) Ufi Gel® hard C; e c) Digluconato de 

clorexidina 20%. 

b) a) c) 
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2.2 Preparação dos provetes 

Os provetes (n=310) foram preparados conforme descrito em estudos anteriores, 

com pequenas modificações43,52. Os materiais de rebasamento foram manipulados à 

temperatura ambiente e de acordo com as instruções do fabricante. Foram preparados 

com pistola e pontas misturadoras próprias e aplicados num molde em forma de disco 

com 5,5 mm de diâmetro e 2,5 mm de espessura, criado em placa de cera com auxílio 

de bisturi circular (Figura 5a). De forma a homogeneizar a rugosidade das superfícies 

dos provetes, os moldes foram colocados entre duas placas de vidro e sujeitos a uma 

pressão constante até à completa polimerização dos materiais21,26,43,51. 

Após a polimerização, os provetes foram separados dos moldes, analisados 

visualmente para garantir que não apresentavam espaços vazios e a sua superfície 

lateral foi cuidadosamente aparada e uniformizada com bisturi, tesoura cirúrgica e broca 

de polimento em baixa rotação (Figura 5b e 5c)26,43,50,51.  

Depois de preparados, os provetes foram colocados num banho de ultrassons 

(Sonorex, Bandelin) por 4 períodos de 15 minutos, desinfetados com etanol a 96% e 

armazenados num dessecador de sílica por 8 horas12,51. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: a) Fase do processo de confeção dos provetes. Exemplares dos provetes utilizados no 

estudo: b) Ufi Gel® SC e c) Ufi Gel® hard C. 

c) 

a) 

 

b) 
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2.3 Adsorção da clorexidina  

A capacidade da superfície dos materiais de rebasamento adsorver CHX foi 

estudada através da sua imersão em 5 soluções com diferentes concentrações de CHX 

ao longo de 3 períodos de tempo (n=10 por condição experimental)12,50. 

As soluções de CHX foram preparadas de fresco, a partir de diluições da solução 

comercial de digluconato de clorexidina a 20%, em água ultrapura, nas concentrações 

de 0%, 0,2%, 1,0%, 2,5% ou 5,0% (V/V)60,65,66. 

Os discos foram imersos individualmente em 0,4 mL das soluções de CHX 

previamente preparadas (Figura 6) e colocados a incubar a 37°C sob agitação constante 

(40 rpm). Após os diferentes períodos de incubação (1 hora, 8 horas e 24 horas), os 

discos referentes a cada condição, foram retirados das soluções e transferidos para 

placas não-aderentes de 24 poços, devidamente identificados quanto ao tempo e à 

concentração da solução de imersão, e posteriormente armazenados num dessecador 

de sílica durante 8 horas12,50. 

No final, metade dos provetes de cada condição (n=5) foram utilizados para analisar 

a cinética de libertação da CHX e a outra metade (n=5) para testar a atividade antifúngica 

da CHX libertada contra C. albicans. 

 

 

Figura 6: Provete de Ufi Gel® hard C imerso numa solução de CHX.  
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2.4 Libertação da clorexidina 

De forma a analisar a libertação da CHX adsorvida na superfície dos materiais, os 

provetes de cada condição foram imersos individualmente em 1 mL de água ultrapura, 

em placas não-aderentes de 24 poços, e colocados a incubar a 37°C sob agitação 

constante (40 rpm). Para avaliar a cinética de libertação, após 5 minutos, 15 minutos, 30 

minutos, 3 horas e 24 horas de incubação, todo o conteúdo do poço foi recolhido e 

substituído por 1 mL de água ultrapura12,21,50,66. 

A quantidade de CHX que se libertou de cada provete, em cada intervalo de tempo, 

foi determinada através da leitura da absorvância da solução recolhida, por 

espectrofotometria UV, num comprimento de onda de 254 nm (λ=254 nm) (Synergy HT, 

BioTek). Tendo em consideração que o pico de absorbância de outros compostos 

libertados poderia aumentar a leitura da absorbância da CHX, a absorvância das 

soluções dos grupos controlo correspondentes (0%, sem CHX) foi subtraída aos grupos 

testados. Esse valor final de absorvância foi depois convertido em quantidade de CHX 

libertada (mg/L) com base numa curva de calibração previamente realizada, através da 

medição da absorbância de soluções de CHX de concentrações conhecidas, de 0 a 100 

mg/L, preparadas em água ultrapura (r2=0,99)12,21,50,66. 

O valor da libertação cumulativa da CHX foi determinado através da soma dos 

valores de CHX libertada durante os 5 períodos de tempo avaliados, para cada provete. 

 

2.5 Microrganismos e condições de cultura 

Para os estudos de atividade antifúngica foi utilizada a levedura C. albicans ATCC 

10231, obtida da American Type Culture Collection (ATCC). 

A cultura stock congelada de C. albicans foi reativada em caldo Sabouraud - 2% 

glucose (Merck) durante 24 horas a 37ºC. Após esse período, a suspensão fúngica foi 

inoculada em placas de agar Sabouraud, e incubadas novamente durante 24 horas a 

37ºC. Após confirmada a pureza da cultura, 2 colónias da levedura foram inoculadas em 

20 mL de caldo Sabouraud e incubadas durante a noite a 37ºC, sob agitação constante 

(100 rpm), para permitir o crescimento da levedura42,46,47. 
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Posteriormente, a suspensão de C. albicans foi ajustada em espectrofotómetro, a 

600 nm (Jenway 6300), para uma densidade de 1×108 unidades formadoras de colónias 

(CFU)/mL, com base numa curva de calibração previamente realizada42,55. 

 

2.6 Concentração mínima inibitória da clorexidina para C. albicans 

A concentração mínima inibitória (MIC) da CHX para C. albicans foi determinada 

através do método de microdiluição em placa48,60,63. 

Inicialmente, foi preparada uma solução de CHX de concentração 2000 mg/L através 

da diluição da solução comercial de digluconato de clorexidina a 20%. Em seguida, 

partindo dessa solução, foram realizadas diluições em série para se obterem 12 soluções 

de CHX de concentração conhecida dentro do intervalo de 2000 a 1 mg/L. 

Posteriormente, numa microplaca de 96 poços foram colocados 50 μL da suspensão 

de C. albicans a 1×106 CFU/mL, previamente diluída, e 50 μL de cada uma das 12 

concentrações de CHX a ser testadas, originando as concentrações: 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 

31, 63, 125, 250, 500, 1000 mg/L. Como controlos incubou-se: (i) a levedura com 50 μL 

de água ultrapura, para descartar o possível efeito fungicida da água (solvente utilizado 

nas diluições da CHX); e (ii) a levedura com 50 μL de meio de cultura, para simular as 

condições ideais de crescimento. As microplacas foram incubadas a 37ºC, sob agitação 

constante (100 rpm), durante 24 horas. 

Após o período de incubação avaliaram-se visualmente as microplacas e o MIC foi 

determinado como a concentração mais baixa de CHX na qual não se verificou a 

presença de turbidez nos poços (ausência de crescimento). 

Adicionalmente determinou-se a concentração mínima bactericida (MBC). Para isso 

inoculou-se em placas de agar Sabouraud o conteúdo dos poços relativos ao MIC e às 

concentrações mais elevadas. As placas de cultura foram depois incubadas a 37ºC 

durante 24 horas. Após este período avaliaram-se as placas e o MBC foi determinado 

como a concentração mais baixa de CHX que impediu o crescimento da levedura nas 

placas de agar Sabouraud42,67. 
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2.7 Atividade antifúngica da clorexidina libertada 

Com o intuito de avaliar se a CHX libertada pela superfície dos materiais de 

rebasamento mantinha a sua atividade antifúngica contra C. albicans foi realizado o teste 

de difusão em agar21,28,50,55.  

Para realizar este teste preparam-se 40 placas de agar Sabouraud e utilizaram-se 5 

provetes de cada condição de imersão e 5 provetes sem tratamento.  

O agar Sabouraud foi preparado e esterilizado de acordo com as normas do 

fabricante. Após a sua preparação, foram distribuídos 20 mL por cada placa de Petri 

estéril de poliestireno (90x15 mm), colocadas sobre uma superfície plana, para se 

obterem placas idênticas com 4 mm de espessura média55. 

As placas de agar Sabouraud foram inoculadas com uma suspensão de C. albicans 

a 1×108 CFU/mL, previamente preparada, com o auxílio de uma zaragatoa estéril, para 

se espalhar de forma uniforme na superfície do agar e se conseguir um “tapete” 

consistente/homogéneo. Em seguida, os discos foram distribuídos pela superfície de 

cada placa e estas foram incubadas a 37°C durante 24 horas. 

Após esse período os diâmetros das zonas de inibição foram medidos utilizando uma 

régua calibrada e ao valor obtido foi descontado o diâmetro dos provetes. 

 

2.8 Recarga dos materiais  

De forma a avaliar a capacidade de recarga dos materiais, os provetes provenientes 

do ensaio de libertação (secção 2.4) foram colocados num banho de ultrassons, em água 

ultrapura, por 4 períodos de 15 minutos e armazenados num dessecador de sílica por 8 

horas11,12,50. 

Posteriormente, após secagem, os provetes foram imersos em soluções de CHX de 

1% e 2,5%, durante 8 horas. Em seguida, foram realizados os procedimentos de 

libertação e de atividade antifúngica da CHX libertada pelos materiais recarregados, 

conforme descrito anteriormente (secções 2.4 e 2.7). 
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2.9 Atividade da clorexidina na eliminação do biofilme de C. albicans 

Para avaliar a capacidade da CHX eliminar um biofilme de C. albicans, colocaram-

se inicialmente 100 μL da suspensão de C. albicans a 1×108 CFU/mL, previamente 

preparada, em microplacas de 96 poços que foram depois incubadas a 37ºC durante 24 

horas. Após a formação do biofilme, o meio foi aspirado e os poços foram lavados uma 

vez com 100 μL de solução salina 0,9%, para remover leveduras não aderentes ou 

fracamente aderidas. Em seguida, adicionaram-se 50 μL de caldo Sabouraud e 50 μL de 

cada uma das 7 concentrações de CHX a ser testadas, originando as concentrações de 

16, 31, 63, 125, 250, 500, 1000 mg/L. Como controlos incubou-se o biofilme com (i) 50 

μL de água ultrapura e 50 μL de caldo Sabouraud, para descartar o possível efeito 

fungicida da água e (ii) com 100 μL de caldo Sabouraud, para simular as condições ideais 

de crescimento da levedura. As microplacas foram novamente incubadas a 37ºC, sob 

agitação constante (100 rpm), durante 24 horas60,67. 

Para determinar o efeito anti-biofilme das soluções de CHX, avaliou-se a atividade 

metabólica das leveduras pelo método da resazurina e o número de células cultiváveis 

pela quantificação das CFU/mL60. 

No método da resazurina, as leveduras que se encontram metabolicamente ativas 

reduzem o composto resazurina, de cor azul e não fluorescente, a resorufina, de cor rosa 

e fluorescente. Para esta análise, o biofilme foi lavado uma vez com 100 μL de solução 

salina 0,9% e, de seguida, adicionou-se caldo Sabouraud com 10% de resazurina (0,1 

mg/mL, Sigma-Aldrich). Após 1 hora a 37C efetuou-se a leitura da fluorescência nos 

comprimentos de onda de 530 nm e 590 nm para excitação e emissão, respetivamente, 

num leitor de microplacas (Synergy HT, BioTek)60. 

Para a quantificação das CFU, o biofilme foi lavado inicialmente com 100 μL de 

solução salina 0,9%, e depois adicionaram-se 100 μL de solução salina 0,9% para se 

efetuar a raspagem do poço e dispersar o biofilme que se encontrava aderido ao fundo 

do poço. De seguida, efetuaram-se diluições decimais e procedeu-se ao respetivo 

plaqueamento em placas de agar Sabouraud. As placas foram incubadas a 37ºC por um 

período de 24 horas, após o qual se determinou as CFU/mL60.  
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2.10 Citotoxicidade da clorexidina libertada 

Avaliou-se a citotoxicidade da CHX libertada nos primeiros 5 minutos pelos materiais 

que estiveram imersos em soluções de CHX de 1% e 2,5% por 8 horas, em fibroblastos, 

de acordo com a norma ISO 10993-5:2009, Biological evaluation of medical devices - 

Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity68. 

Fibroblastos L929 (NCTC clone 929, ATCC) foram mantidos em meio de cultura α-

Miniuml Essential Medium, (α-MEM), suplementado com 10% de soro bovino fetal, 100 

UI/mL de penicilina, 100 μg/mL de estreptomicina e 0,25 μg/mL de anfotericina B (todos 

os reagentes da Gibco), a 37ºC numa atmosfera húmida com 5% CO2. Com uma 

confluência de aproximadamente 80%, a camada de células aderente foi lavada duas 

vezes com uma solução salina tamponada com fosfato (phosphate buffered saline, PBS) 

e incubada por 5 minutos com uma solução de TrypLETM Express (Gibco) a 37ºC, para 

destacar as células aderidas. A suspensão celular foi depois recolhida e ajustada à 

densidade celular de 1×105 células/mL60,63. 

De seguida, adicionaram-se 100 μL dessa suspensão celular aos poços de placas 

de cultura de 96 poços e colocaram-se a incubar a 37ºC, numa atmosfera húmida com 

5% CO2, durante 24 horas. Após a incubação, o meio foi removido e a camada celular 

aderida foi exposta às soluções de CHX na proporção 75:25 (CHX:Meio de cultura). 

Como controlo as células foram incubadas apenas com meio de cultura60,63. 

As culturas foram incubadas por 1 hora, 3 horas e 24 horas após as quais se avaliou 

a atividade metabólica das células pelo método de MTT. Este método baseia-se na 

redução do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazólio (MTT) pelas células 

viáveis num precipitado insolúvel de cor púrpura, formazan, que se acumula no interior 

das células, sendo necessária a sua solubilização para posterior quantificação. Após o 

período de exposição das células à CHX, o meio foi removido e adicionou-se a cada 

poço 100 μL de MTT (1 mg/mL, Sigma-Aldrich). Após 2 horas a 37ºC, a solução de MTT 

foi removida e a morfologia e densidade celular foram registadas com um microscópio 

invertido com contraste de fase (Primovert, Zeiss) (Figura 7). No final, os cristais de 

formazan foram solubilizados com isopropanol (Merck) durante 15 min e procedeu-se à 

leitura da absorbância a 550 nm num leitor de microplacas (Synergy HT, BioTek). Os 
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valores de viabilidade celular estão expressos em percentagem relativamente à 

absorvância determinada nas células controlo63,69. 

 

 

Figura 7: Registo da morfologia e densidade celular com microscópio invertido com contraste de fase. 

 

2.11 Análise estatística 

As análises experimentais foram realizadas com 5 réplicas de cada material. Os 

resultados obtidos são apresentados como média ± desvio-padrão. A análise estatística 

foi realizada com o programa IBM® SPSS® Statistics 26. A comparação de duas 

condições experimentais foi realizada pelo teste-t e a comparação entre vários grupos 

foi realizada pela análise de variância unidirecional (One-way ANOVA). Foram validados 

os pressupostos de Normalidade e Homogeneidade de variâncias através dos testes de 

Shapiro-Wilk e teste de Bartlett, respetivamente. Quando os pressupostos não se 

verificaram, optou-se pela alternativa não paramétrica teste de Kruskal Wallis. As 

comparações múltiplas foram realizadas pelo teste post hoc Tukey. Para todas as 

análises assumiu-se o valor p<0,05 como estatisticamente significativo.  
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3. Resultados 

3.1 Adsorção e cinética de libertação da clorexidina 

Após a análise da cinética de libertação, verificou-se que, para todas as condições 

avaliadas, 90% da CHX adsorvida pela superfície dos materiais libertou-se nos primeiros 

5 minutos de imersão em água e cerca de 95% nos primeiros 15 minutos. Ao fim de 30 

minutos já não se verificava libertação em nenhuma condição estudada (Figura 8). 

 

    

    

    

Figura 8: Cinética de libertação da CHX adsorvida pela superfície dos materiais Ufi Gel® SC e Ufi Gel® 

hard C após 1, 8 e 24 horas de imersão em diferentes soluções de CHX (0.2%, 1%, 2,5% e 5%). 
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Com base na cinética de libertação previamente apresentada, determinou-se 

indiretamente a capacidade da superfície dos diferentes materiais de rebasamento 

adsorver CHX, através da soma de toda a CHX libertada pelo material ao longo do tempo, 

i.e., libertação cumulativa (Figura 9 e 10). 

 

    

Figura 9: Libertação cumulativa da CHX adsorvida pela superfície dos materiais de rebasamento Ufi 

Gel® SC e Ufi Gel® hard C após 1, 8 e 24 horas de imersão em diferentes soluções de CHX (0.2%, 1%, 

2,5% e 5%). Letras diferentes denotam diferenças estatisticamente significativas entre as diferentes 

concentrações das soluções de imersão para cada tempo de imersão (p<0,05). 

 

    

Figura 10: Libertação cumulativa da CHX adsorvida pela superfície dos materiais de rebasamento Ufi 

Gel® SC e Ufi Gel® hard C após 1, 8 e 24 horas de imersão em diferentes soluções de CHX (0.2%, 1%, 

2,5% e 5%). Letras diferentes denotam diferenças estatisticamente significativas entre os diferentes 

tempos de imersão para cada concentração das soluções de imersão (p<0,05). 
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Em ambos os materiais, a quantidade de CHX libertada pela sua superfície 

aumentou com o aumento da concentração das soluções de imersão, sendo esta 

significativamente maior nas condições de imersão com concentração mais elevada 

(2,5% e 5%) em relação às condições mais baixas (0,2% e 1%). Além disso, a quantidade 

de CHX libertada foi significativamente mais elevada na condição de 5% em relação à 

condição 2,5%, exceto para Ufi Gel® SC após 1h de imersão (p<0,05) (Figura 9). 

Por outro lado, o aumento do tempo de imersão nas soluções não mostrou ser um 

fator determinante para o aumento de adsorção da CHX. Apenas o material Ufi Gel® SC, 

para as concentrações 1% e 5%, apresentou uma tendência de aumento de CHX 

libertada com o aumento do tempo de imersão, sendo esta significativamente maior para 

as 24 horas do que para 1 hora de imersão (p<0,05) (Figura 10). 

Os resultados obtidos na libertação de CHX foram ligeiramente superiores no Ufi 

Gel® hard C quando comparados com o Ufi Gel® SC, nas mesmas condições 

experimentais, nomeadamente nas condições de 5% de CHX, onde Ufi Gel® hard C 

apresenta concentrações de 327 mg/L, 275 mg/L e 336 mg/L para 1 hora, 8 horas e 24 

horas, respetivamente. 

 

3.2 Atividade antifúngica da clorexidina para C. albicans 

Inicialmente, determinou-se a atividade antifúngica da CHX para C. albicans em 

suspensão (população planctónica). A MIC determinada foi de 16 mg/L, enquanto a MBC 

foi de 63 mg/L (Tabela II). Estes valores encontram-se de acordo com literatura 

consultada67. 

 

Tabela II: MIC e MBC da CHX determinadas para C. albicans. 
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Tendo em consideração que os microrganismos apresentam maior resistência aos 

fármacos quando organizados em biofilme (população séssil), determinou-se a 

concentração de CHX necessária para eliminar um biofilme de 24 horas de C. albicans. 

O efeito anti-biofilme das soluções de CHX foi determinado através da análise da 

atividade metabólica das leveduras pelo método da resazurina e o número de células 

cultiváveis pela quantificação das CFU/mL (Figura 11). 

 

    

Figura 11: Avaliação do efeito de soluções de CHX na eliminação de um biofilme de 24 horas de C. 

albicans, através da análise da atividade metabólica das leveduras pelo método da resazurina e do número 

de células cultiváveis pela quantificação das CFU/mL. RFU - unidades relativas de fluorescência. Letras 

diferentes denotam diferenças estatisticamente significativas entre as condições (p<0,05). 

 

Em ambos os métodos utilizados verificou-se que todas as concentrações de CHX 

avaliadas permitiram uma eliminação significativa do biofilme de C. albicans. De realçar 

que para concentrações superiores a 63 mg/L observou-se uma redução superior a 80% 

na atividade metabólica das leveduras no biofilme e superior a 4 logs nas leveduras 

cultiváveis (p<0,05) (Figura 11).  
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3.3 Atividade antifúngica da clorexidina libertada 

Para avaliar se a CHX inicialmente adsorvida pela superfície dos materiais mantinha 

a sua atividade antifúngica contra C. albicans ao ser libertada, foi realizado o teste de 

difusão em agar. Após as 24 horas de incubação, a existência de um halo de inibição em 

volta dos provetes indicava a ausência de crescimento de C. albicans e demonstrava 

que a CHX mantinha a sua capacidade antifúngica (Figura 12, 13 e 14). 

 

    

Figura 12: Halos de inibição determinados para a CHX libertada pela superfície dos materiais de 

rebasamento Ufi Gel® SC e Ufi Gel® hard C após 1, 8 e 24 horas de imersão em diferentes soluções de 

CHX (0.2%, 1%, 2,5% e 5%). Letras diferentes denotam diferenças estatisticamente significativas entre as 

diferentes concentrações das soluções de imersão para cada tempo de imersão (p<0,05). 

 

    

Figura 13: Halos de inibição determinados para a CHX libertada pela superfície dos materiais de 

rebasamento Ufi Gel® SC e Ufi Gel® hard C após 1, 8 e 24 horas de imersão em diferentes soluções de 

CHX (0.2%, 1%, 2,5% e 5%). Letras diferentes denotam diferenças estatisticamente significativas entre os 

diferentes tempos de imersão para cada concentração das soluções de imersão (p<0,05). 
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Figura 14: Representação fotográfica dos halos de inibição determinados para a CHX libertada pela 

superfície dos materiais de rebasamento Ufi Gel® SC e Ufi Gel® hard C após 1, 8 e 24 horas de imersão 

em diferentes soluções de CHX (0.2%, 1%, 2,5% e 5%). 

 

Em ambos os materiais ocorre um aumento do diâmetro dos halos com o aumento 

da concentração das soluções de imersão, assim como uma tendência de aumento de 

inibição com o aumento do tempo de imersão nessas soluções (Figura 14). 

No caso do Ufi Gel® SC, não se verificou a formação de halo de inibição com a 

imersão em soluções de concentração 0,2% de CHX, enquanto nas soluções de 

concentração 1% apenas ocorreu formação de halo de inibição na imersão por 24 horas 

(Figura 14). Nas condições de imersão em soluções de concentração mais elevadas 

(2,5% e 5%) ocorreu sempre a formação de halos de inibição, sendo estes 

significativamente maiores na condição de 5% de CHX do que nas duas concentrações 

mais baixas (0,2% e 1%) (p<0,05) (Figura 12). O diâmetro dos halos aumentou com o 

tempo de imersão, contudo apenas Ufi Gel® SC mostrou diferenças estatisticamente 

significativas entre 1 hora e 24 horas de imersão em 2,5% de CHX (p<0,05) (Figura 13). 

Por outro lado, no Ufi Gel® hard C verificou-se a formação de halo de inibição em 

todas as condições estudadas, não existindo diferenças estatisticamente significativas  

com o aumento do tempo de imersão (p<0,05) (Figura 13). No entanto, as concentrações 

mais elevadas (1%, 2,5% e 5%) apresentaram halos de inibição significativamente 

maiores quando comparadas com a menor concentração (0,2%) (p<0,05) (Figura 12). 

No geral, o material Ufi Gel® hard C apresentou halos de inibição com maior diâmetro 

do que o material Ufi Gel® SC em todas as condições testadas (Figura 14). 
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3.4 Recarga dos materiais  

Após o primeiro ciclo de adsorção/libertação foi necessário avaliar se as 

características da superfície dos materiais de rebasamento mantinham o mesmo perfil 

de adsorção/libertação previamente determinado. 

Baseado nos resultados da atividade antifúngica das soluções de CHX (secção 3.2 

e 3.3) e nos valores de citotoxicidade da CHX identificados na literatura, foram 

selecionadas as seguintes condições: imersão em soluções de 1% e 2,5% de CHX 

durante 8 horas, para avaliar a capacidade de recarga dos materiais, bem como a 

manutenção da atividade antifúngica da CHX libertada (Figura 15). 

 

    

    

Figura 15: Cinética de libertação e libertação cumulativa da CHX adsorvida pela superfície dos 

materiais de rebasamento Ufi Gel® SC e Ufi Gel® hard C recarregados, após 8 horas de imersão em 

diferentes soluções de CHX (1% e 2,5%). * Diferenças estatisticamente significativas entre as condições 

(p<0,05). 

 

Quando recarregados, ambos os materiais mostraram idêntica cinética de libertação, 

tendo sido libertada mais de 90% de toda a CHX ao fim de 5 minutos de incubação. Pela 



26 

análise dos valores da libertação cumulativa verificou-se que a concentração da CHX 

libertada é significativamente maior para os materiais imersos em soluções de 2,5% de 

CHX (p<0,05) (135 mg/L e 156 mg/L para Ufi Gel® SC e Ufi Gel® hard C, respetivamente) 

e que o material Ufi Gel® hard C apresenta valores ligeiramente superiores em ambas as 

condições avaliadas (84 mg/L e 156 mg/L para as soluções de 1% e 2,5%, 

respetivamente) (Figura 15). 

 

    

                            

Figura 16: Halos de inibição determinados para a CHX libertada pela superfície dos materiais de 

rebasamento Ufi Gel® SC e Ufi Gel® hard C recarregados, após 8 horas de imersão em diferentes soluções 

de CHX (1% e 2,5%). * Diferenças estatisticamente significativas entre as condições (p<0,05). 

Representação fotográfica dos resultados obtidos em cada condição experimental.  

 

Em ambos os materiais, após recarga, verificou-se um aumento do diâmetro dos 

halos com o aumento da concentração das soluções de imersão, sendo os halos de 

inibição significativamente maiores na condição de 2,5% de CHX (p<0,05) e para o 

material Ufi Gel® hard C (Figura 16).   
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3.5 Citotoxicidade da clorexidina libertada 

Para além da atividade antifúngica, foi importante avaliar a citotoxicidade da CHX 

libertada pela superfície dos materiais de rebasamento. 

Os resultados obtidos foram semelhantes para os 2 materiais, tendo-se verificado a 

mesma tendência de aumento da viabilidade celular ao longo dos 3 tempos de contacto 

avaliados. Como esperado, a condição de 1% de CHX apresenta ligeiramente maior 

viabilidade celular do que a condição de 2,5%, sem diferenças estatisticamente 

significativas após 3 horas de exposição (p<0,05) (Figura 17). 

 

    

   

Figura 17: Viabilidade celular dos fibroblastos após 1 h, 3 h e 24 h de contacto com a CHX libertada 

pela superfície dos materiais de rebasamento Ufi Gel® SC e Ufi Gel® hard C, após 8 horas de imersão em 

diferentes soluções de CHX (1% e 2,5%). Letras diferentes denotam diferenças estatisticamente 

significativas entre as diferentes concentrações para o mesmo tempo de estudo (p<0,05). * Condição sem 

potencial citotóxico de acordo com ISO 10993-5 (viabilidade celular >70%). Representação microscópica 

das células após metabolização do MTT, para as várias condições avaliadas.  

* * 
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Inicialmente, após a primeira hora de contacto, verificou-se, para ambos os materiais, 

uma diminuição acentuada na viabilidade celular, sendo esta, no caso do Ufi Gel® SC, 

significativamente maior para a concentração 2,5% relativamente à concentração 1% 

(p<0,05) (Figura 17). Contudo, após 3 horas de contacto observou-se um aumento da 

viabilidade celular para todas as condições avaliadas, para valores próximos de 70%. 

Após as 24 horas de contacto, a viabilidade mantém-se ligeiramente acima dos 70%, nos 

dois materiais, sem diferenças estatisticamente significativas entre as diferentes 

concentrações (p<0,05) (Figura 17). Considera-se um material sem potencial citotóxico 

aquele que apresenta uma viabilidade celular acima de 70%, de acordo com a ISO 

10993-568. 

Comparativamente, o material Ufi Gel® hard C apresentou a maior percentagem de 

viabilidade celular ao fim de 24 horas, para a condição de 1% CHX (cerca de 90%) 

(Figura 17).  
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4. Discussão 

A EP é um processo inflamatório da mucosa subjacente à prótese dentária removível 

e é a patologia com maior prevalência em utilizadores de prótese. Apesar da sua etiologia 

multifatorial, evidências científicas sugerem uma forte associação entre EP e C. 

albicans24,26.  

A abordagem terapêutica nestes casos é complexa e deve incidir sobre a superfície 

protética e a mucosa oral, quer ao nível da higiene e readaptação da prótese aos tecidos, 

quer na utilização de antimicrobianos tópicos e sistémicos22,32,70.  

Uma das principais dificuldades para o sucesso da erradicação das infeções fúngicas 

na cavidade oral é assegurar a biodisponibilidade do fármaco na zona afetada, na dose 

e pelo tempo terapêutico adequado, dada a rápida eliminação ou diluição dos 

medicamentos aplicados topicamente na mucosa devido ao normal funcionamento do 

aparelho estomatognático (i.e., ação da saliva, língua e músculos mastigatórios)5,46. 

Nesse contexto, têm sido estudadas algumas alternativas ao tratamento 

convencional, com o objetivo de aumentar o tempo de contacto entre os antimicrobianos 

tópicos e as áreas-alvo, nomeadamente a utilização de colutórios, a aplicação de 

formulações em gel e mais recentemente a veiculação de antimicrobianos por 

incorporação em materiais de rebasamento na base da prótese, apresentando resultados 

in vitro promissores11,30,47,50. 

Neste estudo foi avaliada uma nova abordagem, que consiste na possibilidade de 

veicular um agente antimicrobiano pela sua adsorção na superfície de materiais de 

rebasamento. 

Esta opção terapêutica baseia-se no rebasamento da base da prótese, para se obter 

uma correta adaptação da mesma aos tecidos de suporte, seguida de uma imersão diária 

da base protética rebasada numa solução antimicrobiana de concentração conhecida, 

para permitir que as moléculas do agente antimicrobiano se liguem à superfície dos 

materiais de rebasamento utilizados. Após essa adsorção, a prótese é colocada em boca 

e o fármaco é então veiculado para uma fina película de saliva, que ocupa toda a 

interface base da prótese – mucosa de suporte71, assegurando dessa forma o contacto 



30 

íntimo entre o agente antimicrobiano e toda a mucosa afetada. Fatores responsáveis 

pela retenção das próteses, como a correta adaptação da base da prótese aos tecidos 

de suporte, a ação das forças de tensão superficial e o selamento periférico dos bordos 

da prótese, são importantes para impedir o deslocamento da prótese72. Por outro lado, 

asseguram também um microambiente restrito com reduzidas trocas salivares30,73, o que 

permite manter o agente antimicrobiano veiculado em contacto com os tecidos afetados 

por um maior período de tempo, estando protegido da ação da língua e dos músculos da 

mastigação. 

O fármaco selecionado para este trabalho experimental foi a CHX, uma vez que se 

trata de um agente antimicrobiano com largo espectro de ação, muito utilizado como 

antisséptico na cavidade oral, que apresenta maior substantividade e menor capacidade 

de induzir resistências antimicrobianas quando comparado com outros agentes5,53. Além 

disso, diversos estudos comprovam a sua capacidade de adsorção/libertação à 

superfície de vários materiais com aplicação médico-dentária, mantendo a sua 

capacidade antimicrobiana, nomeadamente estudos em titânio65,74, hidroxiapatite 

sintética60,61, placas de dentina75, adesivos ortodônticos66 e em materiais de prótese com 

enxertos de monómero N-vinil-2-pirrolidinona12 ou de ácido metacrílico50 na sua 

constituição. 

Neste estudo, verificou-se que a superfície dos dois materiais de rebasamento tem 

capacidade para veicular, por adsorção, uma quantidade significativa de CHX, que 

depois de libertada mantém a sua atividade antifúngica contra C. albicans. 

Analisando a cinética de libertação da CHX inicialmente adsorvida, verifica-se que 

comparativamente a outros estudos, a CHX libertou-se de forma muito mais rápida, cerca 

de 90% nos primeiros 5 minutos e mais de 95% após 15 minutos. Estes resultados são 

diferentes dos anteriormente obtidos num estudo da adsorção de CHX na superfície de 

outros biomateriais12,50,60 e diferentes dos observados aquando da sua incorporação em 

materiais de rebasamento ou em resinas acrílicas usadas na confeção de próteses, onde 

se verificou uma libertação ao longo de vários dias ou até semanas21,47,52. 

Apesar da rápida libertação da CHX, esta vai rapidamente saturar a fina película 

salivar restrita na interface base protética-mucosa, ocorrendo assim uma bioacumulação 
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no local onde depois, através da sua substantividade e tropismo pelas células, se vai 

ligar aos microrganismos e exercer a sua atividade antimicrobiana. 

Nos ensaios realizados verificou-se que quanto maior a concentração das soluções 

de imersão, significativamente maior a quantidade de CHX libertada pela superfície dos 

materiais e significativamente maior a atividade antifúngica contra C. albicans (p<0,05). 

Estes resultados estão de acordo com diversos estudos que avaliaram a capacidade de 

adsorção da CHX pela superfície de outros materiais com aplicação médico-dentária, 

como o titânio65 ou a hidroxiapatite60,61. Do mesmo modo, os resultados demostram um 

comportamento semelhante ao verificado aquando da incorporação de CHX em 

materiais de rebasamento ou em resinas acrílicas, onde quanto maior a quantidade de 

CHX incorporada, maior a sua libertação e maior a sua eficácia contra C. albicans21,76-79. 

Tendo em consideração os resultados obtidos, é possível rejeitar a primeira e a 

terceira hipóteses nulas, pois afirmam que a quantidade de CHX libertada pela superfície 

dos materiais de rebasamento não depende da concentração das soluções de imersão 

(1ª H0) e que a atividade antifúngica da CHX libertada pela superfície dos materiais de 

rebasamento não depende da concentração das soluções de imersão (3ª H0). 

Por outro lado, embora o aumento do tempo de imersão dos materiais de 

rebasamento nas soluções de imersão tenha demonstrado não ser um fator 

determinante, este apresentou diferenças significativas na quantidade de CHX libertada 

pelos materiais e na atividade antifúngica contra C. albicans (p<0,05) em algumas 

condições. Dessa forma, são rejeitadas as hipóteses nulas que referem, respetivamente, 

que a quantidade de CHX libertada pela superfície dos materiais de rebasamento não 

depende do tempo de imersão nas soluções (2ª H0) e que a atividade antifúngica da 

CHX libertada pela superfície dos materiais de rebasamento não depende do tempo de 

imersão nas soluções (4ª H0). 

Através da imersão de ambos os materiais nas soluções de concentrações mais altas 

(1%, 2,5% e 5%), e independentemente do tempo de imersão, foi possível veicular 

quantidades de CHX superiores ao MIC para a estirpe de C. albicans testada (i.e., 16 

mg/L), minimizando o risco de desenvolvimento de resistências e impedindo recidivas 

clínicas da doença, uma das maiores dificuldades encontradas no tratamento desta 
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patologia. Por outro lado, sabendo que na EP os microrganismos se apresentam 

maioritariamente organizados sob a forma de biofilme e que dessa forma apresentam 

maior resistência aos agentes antimicrobianos, verificou-se que a CHX deve estar 

presente em concentrações superiores a 63 mg/L para reduzir em cerca de 80% um 

biofilme de C. albicans. 

Com base nos valores de atividade antimicrobiana obtidos e nos valores de 

citotoxicidade consultados na literatura para a CHX62, a capacidade de recarga dos 

materiais e avaliação da citotoxicidade induzida pela CHX veiculada foi realizada na 

condição de 8 horas de imersão nas soluções de 1% e 2,5%, para ambos os materiais.  

Quando recarregados, os materiais de rebasamento mostraram resultados de 

adsorção, cinética de libertação da CHX e de atividade antifúngica semelhantes aos 

obtidos inicialmente, o que significa que estes materiais possuem capacidade de recarga 

após lixiviação completa, podendo assim ser recarregados diariamente. Esta capacidade 

dos materiais permite por um lado ter um melhor controlo sobre a quantidade de CHX 

veiculada todos os dias para os locais afetados e permite também, se necessário, uma 

atuação por longos períodos de tempo, enquanto existir infeção ativa na cavidade oral. 

Diversos estudos apontam que o uso prolongado no tempo e a repetida higienização 

com soluções desinfetantes, como a CHX, pode afetar negativamente algumas das 

propriedades físicas dos materiais de rebasamento, como a rugosidade e a porosidade, 

problema semelhante ao verificado pelo método da incorporação22,80,81. Apesar desses 

parâmetros não terem sido avaliados, essa limitação não inviabiliza esta opção de 

tratamento, pois como se trata de um material provisório, este pode ser rápida e 

confortavelmente substituído nas consultas de controlo médico-dentário sempre que 

necessário, com a enorme vantagem do paciente não ficar privado da sua prótese. 

Uma vez que a CHX veiculada fica restrita na interface prótese-mucosa, zona sujeita 

a reduzidas trocas salivares, e dada a sua substantividade e tropismo para as células, 

avaliou-se a citotoxicidade da CHX libertada com fibroblastos durante o período de 1 

hora, 3 horas e 24 horas. Os resultados mostraram que o tipo de material não foi 

relevante para a citotoxicidade induzida, pois ambos apresentaram comportamento 

semelhante. Por outro lado, a variação da concentração das soluções de imersão, 
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apresentou uma relação dose-efeito com a percentagem de viabilidade celular, na qual 

o aumento da concentração da CHX provoca uma diminuição na viabilidade celular, o 

que está de acordo com vários estudos consultados60,74,82. 

Durante o ensaio verificou-se que na primeira hora de contacto, correspondente na 

prática a uma exposição aguda à CHX, o metabolismo celular dos fibroblastos reduziu 

para cerca de 50%, com as soluções de lixiviação de 1% de CHX, e para uma média de 

35%, com as soluções resultantes da CHX a 2,5% em comparação com os resultados 

do grupo controlo, revelando assim um comportamento inicial moderadamente citotóxico. 

No entanto, para ambas as concentrações, observou-se um aumento semelhante da 

viabilidade celular ao longo do tempo, até atingirem níveis considerados não citotóxicos 

ao final de 24 horas. Estes resultados estão de acordo com os publicados por 

Marzenawyganowska-Swiatkowska et al em 2016, que para concentrações até 0,02% 

(200 mg/L) obteve comportamento semelhante em fibroblastos gengivais humanos62. 

Assim, não se rejeita a quinta hipótese nula, que indica: a citotoxicidade induzida pela 

CHX libertada após 24 horas de contacto não depende da concentração das soluções 

de imersão. 

Estudos anteriores concluíram também que os materiais de rebasamento no seu 

estado original, após polimerização completa, não apresentam citotoxicidade para as 

células orais83,84. Ayse Atay et al em 2012 concluíram especificamente que Ufi Gel® SC 

e Ufi Gel® hard C não induziram citotoxicidade, com uma percentagem média de 

viabilidade celular superior a 97,5% durante o período de estudo de 96 horas83. Estes 

dados permitem assim concluir que a citotoxicidade observada na presente investigação 

pode ser atribuída apenas à ação da CHX veiculada pelos materiais. 

Comparativamente com o método de incorporação de agentes antimicrobianos em 

materiais de rebasamento, extensamente explorado in vitro, o método de adsorção 

apresenta as seguintes vantagens: i) maior controlo sobre a quantidade de CHX libertada 

diariamente no local alvo, garantindo valores superiores ao MIC e, consequentemente, 

minimizando o risco de ocorrência de resistências; ii) ativação e inativação da veiculação 

consoante existe ou não infeção ativa, atendendo à capacidade de recarregamento diário 

da superfície da prótese; iii) veiculação de CHX durante o período de tempo terapêutico 
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necessário; e iv) substituição do material de rebasamento da base da prótese sempre 

que necessário, sem que o paciente fique privado da mesma. 

Adicionalmente, a imersão diária da superfície rebasada da prótese na solução de 

CHX obriga a que o paciente realize o necessário e recomendado descanso dos tecidos 

de suporte inflamados, funcionando dessa forma também como coadjuvante na terapia. 

A realização deste estudo sugere que o transporte de CHX por adsorção na 

superfície de materiais de rebasamento pode constituir uma estratégia terapêutica útil 

para combater a EP, contudo estudos adicionais devem ser realizados para validar esta 

abordagem. A capacidade de adsorção e de libertação da CHX à superfície dos materiais 

pode ser confirmada por outras técnicas, nomeadamente através da leitura em HPLC, 

i.e., cromatografia líquida de alta eficiência. Adicionalmente, para validar os resultados 

de manutenção da atividade antifúngica obtidos, podem ser realizados outros testes, 

como a incubação dos lixiviados com uma suspensão padronizada de leveduras, ou 

confirmar se o material de rebasamento, após imersão, possui a capacidade de impedir 

a formação de um biofilme na sua superfície. 

Por outro lado, a comparação entre estudos sobre os efeitos da CHX em células 

orais é difícil de realizar devido às diferentes metodologias aplicadas por cada autor. 

Neste trabalho a citotoxicidade da CHX transportada pelos materiais foi avaliada com 

uma linha celular de fibroblastos L929. Os resultados obtidos poderiam ser 

complementados com a utilização de uma linha primária de fibroblastos gengivais 

humanos. Além disso, de forma a mimetizar a possível citotoxicidade desta opção de 

tratamento a nível clínico, poderia ser realizada uma exposição repetida dos fibroblastos 

à CHX. 

Com base neste trabalho seria oportuno em investigações futuras i) confirmar se as 

cinéticas de libertação obtidas se verificam na presença de saliva e ii) avaliar a 

capacidade de veiculação pela superfície dos acrílicos utilizados na confeção de 

próteses.  
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5. Conclusão 

De acordo com esta investigação é possível concluir que a superfície dos materiais 

de rebasamento de próteses dentárias tem a capacidade de adsorver CHX pelo método 

de imersão em solução e que a sua utilização como medida terapêutica nos casos de 

EP, para veicular o agente antimicrobiano e manter concentrações terapêuticas nas 

áreas afetadas, pode ser considerada uma terapia alternativa útil, viável e prática. 

A CHX inicialmente adsorvida pela superfície dos materiais mantém a sua atividade 

antifúngica contra C. albicans ao ser libertada e a quantidade veiculada é diretamente 

dependente da concentração das soluções de imersão iniciais, características que se 

mantêm com o recarregamento dos materiais. O material Ufi Gel® hard C apresentou 

maior capacidade de veiculação da CHX do que o material Ufi Gel® SC. 

A imersão dos provetes por 8 horas numa solução de 2,5% de CHX assegurou a 

melhor concentração de CHX capaz de impedir o desenvolvimento de um biofilme, sem 

induzir citotoxicidade.  
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