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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi quantificar a formagéao de biofiime de Candida
albicans e avaliar a integridade da superficie de uma resina acrilica
termopolimerizavel tratada com os sistemas de polimento liquido Biscover LV (Bisco,
Schaumburg, USA) e Surface Coat (Kuraray, Tokyo, Japan), apds 30 e 90 ciclos de
desinfeccdo quimica. Um total de 280 corpos de prova (10 X 10 X 2 mm) foram
confeccionados, esterilizados e aleatoriamente divididos em 20 grupos (n=14), de
acordo com o tipo de polimento (mecéanico de 0,3 ou 3 ym, Surface Coat e Biscover
LV), numero de ciclos testados (0, 30 e 90) e solugdo utilizada: Nenhuma (controle
negativo), Hipoclorito de sodio 1% (experimental) e agua destilada (controle
positivo). Apds exposigcao as respectivas solugbes de acordo com o protocolo
adotado, as amostras foram imersas em saliva artificial por 2 h para a formacao da
pelicula adquirida salivar e entdo inoculadas com 2 mL de suspensao de C. albicans
(1.10" cel/mL) para fase de adesdo durante 90 min. Apds esta fase, as amostras
foram lavadas e imersas em TSB estéril por 24 h para crescimento do biofiime em
estufa a 37°C sob agitagcédo. Para quantificagdo do biofilme, foi utilizado o método de
coloracéo por Cristal Violeta, em 240 espécimes divididos em 20 grupos de 12
amostras cada. Esta analise foi realizada por espectrofotdbmetro com comprimento
de onda de 595 nm para mensuragao do nivel de absorbancia do sobrenadante
obtido apds a descoloragdo do biofilme. Para andlise qualitativa da integridade da
camada de polimento liquido, 2 amostras de cada grupo (uma contaminada e outra
ndo) tiveram suas superficies fotografadas em seis campos distintos através do
microscopio eletrénico de varredura (MEV). Os resultados foram submetidos o teste
paramétrico ANOVA, seguido de teste de Tukey (p<0,05). Comparando os tipos de
tratamentos de superficie avaliados dentro do mesmo tempo e solucdes testadas
nao pode-se notar diferenga estatisticamente significante entre os grupos de 0,3 pm
e Biscover LV ou 3 um e Surface Coat quando comparados entre si. Porém quando
comparados os grupos de 0,3 ym e Biscover LV aos grupos de 3 um e Surface Coat,
estes apresentaram diferenga estatisticamente significante. A analise em MEV dos
corpos de prova colonizados demostrou a presenca de C. albicans na superficie do

corpo de prova sob a forma de leveduras e hifas em todos os grupos, enquanto que







nos nao colonizados foi observada uma degradagao progressiva em todos os tipos
de tratamento de superficie a medida que os numeros de ciclos e os desafios
quimicos eram aumentados. Apesar disso, o grupo Biscover LV apresentou uma
quantidade de biofilme formada compativel com uma superficie lisa (0,3 pm),
enquanto que Surface Coat apresentou quantidade de biofilme formada compativel

com a superficie rugosa (3,0 ym).

Palavras-chave: Candida albicans; Desinfeccao; Polidores; Protese total.
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ABSTRACT

Candida albicans biofilm formation on surface of an denture base resin treated
with liquid-polish.

The aim of this study was to quantify Candida albicans biofilm formation and
evaluate the surface integrity of an denture base resin treated with liquid-polish
Biscover LV (Bisco, Schaumburg, USA) and Surface Coat (Kuraray, Tokyo, Japan),
after 30 and 90 cycles of chemical disinfection. A total of 280 specimens (10 x 10 x 2
mm) were prepared, sterilized and randomly divided into 20 groups (n = 14),
according to the type of polishing (mechanical 0.3 or 3 uym, Surface Coat and
Biscover LV), number of cycles tested (0, 30, 90) and the solution used: none
(negative-control), 1% sodium hypochlorite (experimental) and distilled water
(positive-control). After exposure to the respective solutions according to the protocol
adopted, the samples were immersed in artificial saliva for 2 h to form the acquired
salivary pellicle and then inoculated with 2 mL of C. albicans (1.10” cel / mL) for 90
min to adhesion. After this, samples were washed and immersed in TSB for 24 h to
biofilm growth at 37°C. For biofilm quantification, the method of crystal violet staining
was used in 240 specimens, divided into 20 groups of 12 samples each. This
analysis was performed by a spectrophotometer at a wavelength of 595 nm by
measuring the level of supernatant’s absorbance obtained after the biofilm’s stain
release. For qualitative analysis of the integrity of the liquid-polish layer, two samples
from each group (one colonized and one not) had their surfaces photographed in six
different fields through the scanning electron microscope (SEM). The results were
submitted to ANOVA followed by Tukey's test (p<0.05). Comparing the types of
surface treatments evaluated, within the same time and tested solutions, can not be
noted statistically significant difference between groups of 0.3 ym and Biscover LV or
3 ym and Surface Coat. But when comparing the groups of 0.3 ym and Biscover LV
to groups of 3 mm and Surface Coat, there was a statistically significant difference.
SEM analysis of the colonized specimens demonstrated the presence of C. albicans
in the form of yeast and hyphae in all groups. In not colonized surfaces a progressive
degradation was observed that was bigger when the number of cycles and chemical
challenges were increased. Nevertheless, the group Biscover LV showed a amount
of biofilm similar to a smooth surface (0.3 pm), while Surface Coat presented an
amount compatible with the roughened surface (3.0 um).

Keywords: Candida albicans; Disinfection; Liquid-polish; Denture.
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1 INTRODUCAO E SINTESE BIBLIOGRAFICA

As proteses totais podem ser consideradas como o principal recurso para
reabilitar pacientes totalmente desdentados. Elas s&o constituidas de dentes
artificiais suportados por uma base composta basicamente de polimetiimetacrilato
(PMMA) e é responsavel pela estabilidade, retencédo e distribuicdo das forgas
mastigatorias ao rebordo subjacente.

Esta base idealmente deve ter uma superficie lisa e polida para manter o
conforto e saude dos tecidos orais, minimizar a colonizagdo de microrganismos € o
acumulo de biofilme. (AL-RIFAIY, 2009)

1.1 Rugosidade Superficial

A superficie interna da préotese deve copiar todas as caracteristicas do palato
duro, o que resulta numa superficie irregular e rugosa, que esta em intimo contato
com os tecidos de suporte e ndo € passivel de ser polida. Dessa forma, a dentadura
pode se tornar um reservatorio de infecgdo (BAYSAN et al., 1998; LONEY et al.,
2000; SAMARANAYAKE et al., 1980; WATERS et al., 1997) uma vez que a
presenga de irregularidades e uma rugosidade elevada funcionam como nichos para
o abrigo microbiano, aumentando a probabilidade destes microrganismos
permanecerem nesta superficie mesmo depois de serem limpas (AL-RIFAIY, 2009).

Diversos estudos associam a rugosidade como um fator preponderante a
adesao de microrganismos (ULUSOQY et al., 1986; QUIRYNEN et al., 1990; VERRAN
e MARYAN, 1997; BOLLEN et al., 1997). A rugosidade pode ser mensurada através
do Ra, que é a média aritmética dos valores absolutos das ordenadas de
afastamento dos pontos do perfil de rugosidade em relacdo a linha média do
percurso de medigao, expressa em micrometros (um) (RADFORD, 1999; VERRAN e
MARYAN, 1997).

Em um estudo, Quirynen et al. (QUIRYNEN et al., 1990), observaram que
espécimes de resina acrilica com valores de rugosidade superficial de 0,12 ym
tiveram uma reduzida colonizagao bacteriana quando comparados com superficies

de 0,2 ym. Foi entdo observado que este valor seria o limiar de adesdo de




16 Introdugdo e Sintese Bibliografica

microrganismos, devendo entdo, preferencialmente, as superficies obterem uma
rugosidade inferior a esta. Porém, durante o sistema de polimento convencional de
proteses em laboratdrio, através de sequéncias de lixa, pastas profilaticas e feltros,
as superficies dessas areas possuem valores superiores, variando de 0,3 a 0,75 pm
(QUIRYNEN et al., 1990; BUSSCHER et al., 1984). Foi notado também, que regides
em que a rugosidade era superior a 2 ym, um aumento significante de biofilme
ocorreu (QUIRYNEN et al., 1990; RADFORD, 1999).

Refor¢cando esta idéia, em outro estudo, Nevzatoglu et al. (2007), avaliaram
a rugosidade superficial e a aderéncia de C. albicans em resinas acrilicas para base
de dentadura e reembasadores resilientes com diversos tipos de acabamento da
superficie: vidro, gesso e broca de tungsténio. Apds a mensuragdo com um
rugosimetro a laser, observaram, de um modo geral, que as bases de resina acrilica
apresentaram menor rugosidade que as bases resilientes e que valores menores na
adesdo de C. albicans foram encontrados nas superficies processadas com vidro,
enquanto que os maiores valores foram encontrados nas superficies processadas
brocas de tungsténio, que nao diferiu estatisticamente das superficies dos
espécimes processados com gesso. (NEVZATOGLU et al., 2007)

Sendo assim, como a superficie interna da protese total ndo é passivel de
ser polida mecanicamente, pode ser considerada uma area critica para o
desenvolvimento de processos patologicos, por estarem em intimo contato com os
tecidos de suporte e sua topografia promover um aumento da area e nichos de
retencdo que favorecem a aderéncia de microrganismos e a formagao de biofilme
(AL-RIFALY, 2009; SHAY, 2000), sendo um fator de risco para idosos e pacientes
imunodeprimidos (KLEIN et al., 1984; GREENSPAN; GREENSPAN, 1987; SCHMID
et al., 1992).

1.2 Patologia em Idosos

A prevaléncia do uso de préteses totais aumenta com a idade, assim como
também ha um aumento do risco de complicagdes da saude geral (YONEYAMA et
al., 2002). Pessoas idosas correm um maior risco de desenvolver doengas bucais,
devido a hipossalivacdo decorrente da idade ou causada pelos inumeros

medicamentos que comumente sio utilizados para tratar doengas. A diminuicdo do




Introducao e Sintese Bibliografica 17

fluxo salivar torna os tecidos orais e de suporte mais vulneraveis aos agentes
nocivos e mais suscetiveis ao trauma mecanico (NARHI et al., 1993), aumentando o
risco de infecgbes fungicas e o desenvolvimento de céanceres bucais
(SILVERGLADE; STABLEIN, 1988).

Outra preocupacgao pertinente € em relagdo aos habitos de higiene oral
nesta faixa etaria. Sua capacidade de higiene é consideravelmente comprometida
quando se compara as geragdes mais jovens, devido a diminuicdo da acuidade
visual, atencdo e coordenagdo motora . Em um estudo que determinou habitos de
saude bucal dos idosos, constatou-se que 91-96% dos 303 individuos acima de 60
anos necessitavam de melhorias nos seus habitos de higiene (BERGMAN et al.,
1991). Diversos estudos demonstraram que com o avango da idade idade ha um
aumento da prevaléncia de infecgdo por C. albicans e da higienizagdo deficiente
(BUDTZ-JORGENSEN et al., 2000; HOAD-REDDICK; GRANT; GRIFFITHS, 1990;).

Alteragbes na saude geral e o estado de comprometimento do sistema
imunoldgico, associado a uma ma higiene da prétese, levam a uma manifestagéo de
patdgenos oportunistas, como a C. albicans, principal responsavel pela estomatite
sobre proétese total (WILLIAMS et al., 1997).

1.3 Estomatite sobre Protese Total

A estomatite sobre prétese total ou candidiase atrofica crénica sao termos
utilizados na literatura para definir um processo inflamatério da mucosa oral
associada a utilizagdo de prétese total removivel (SAMARANAYAKE; et al., 2009;
LOMBARDI; BUDTZ-JORGENSEN, 1993). E a forma de candidiase mais comum e
atinge 11 a 67% dos usuarios de dentadura (ARENDORF; WALKER, 1987), sendo
mais frequente na mucosa do palato (OLSEN, 1974).

Sua etiologia é de origem multifatorial, conforme explicada por Arendorf e
Walker que relata que a infecgao bacteriana, a irritagdo mecanica, o uso continuo da
dentadura, a higiene oral deficiente, os fatores associados com a dieta, a reacéo
alérgica aos materiais de confecgcdo da protese e condigbes sistémicas
predisponentes podem vir acompanhados da presengca de Candida spp. no
aparecimento da doenga (ARENDORF; WALKER, 1987). Raramente a doenga se
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apresenta sem a presenca de pelo menos um fator predisponente que diminua a
resisténcia do individuo (IACOPINO; WATHEN, 1992).

Existem diversas propostas de diferentes autores (BERGENDAL, 1982;
BERGENDAL,; ISACSSON, 1983; BUDTZ-JORGENSEN, 1970) para a classificagao
das diferentes formas de estomatite por protese total. Uma das mais difundidas é a
classificagdo de Newton, (NEWTON, 1962). Assim, segundo Newton, a estomatite
por protese total possui 3 tipos:

Tipo [: refere-se ao estagio inicial, onde se apresentam pontos hiperémicos
localizados.

Tipo Il: considerada a mais comum dos tipos de estomatite, apresenta-se
como um eritema difuso e edema da superficie mucosa. E demarcada pela area
marginal da prétese. A condicdo nédo é dolorosa e pode se associar a queilite
angular.

Tipo lll: acredita-se que é desenvolvida a partir de uma estomatite tipo Il ndo
tratada por um longo periodo. Apresenta-se como uma regido hiperplasica
resultando numa lesdo nodular associada a d&reas atroficas, referidas como
hiperplasia papilar.

O tipo | esta relacionado principalmente a traumas localizados, de origem
protética, que associado ao acumulo de biofilme (bacteriano ou fungico) na
superficie interna da protese total e a mucosa subjacente, poderia desencadear um
quadro patolégico difuso (Newton Il e 1ll) (ARENDORF; WALKER, 1979; BUDTZ-
JORGENSEN, 1974).

1.4 Formacgao de Biofilme

O biofilme é uma comunidade estruturada de células de microrganismos,
embebida em uma matriz polimérica extracelular e aderente a uma superficie inerte
ou viva formando uma estrutura tridimensional (BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006).

Na boca, essas células se aderem a mucosa ou a base da dentadura,
intermediadas por uma fina camada protéica derivada da saliva, denominada
pelicula adquirida salivar, capaz de modificar as caracteristicas superficiais dos
substratos (YILDIRIM et al., 2005).
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O processo de adesdo é um mecanismo complexo, influenciado
principalmente pelo meio exposto, viruléncia do patdégeno e pelas caracteristicas da
superficie que sera colonizada (ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 1998; GRUBER et
al., 2001; OKITA et al., 1991; RADFORD et al., 1998; SAMARANAYAKE et al.,1980;
ZIZIS et al 2000). Dentre as caracteristicas das superficies de PMMA que favorecem
a adesdo de C. albicans podemos citar a hidrofobicidade, rugosidade superficial
(MINAGI et al, 1985; NIKAWA et al, 1993; RADFORD et al, 1998;
SAMARANAYAKE et al.,1980; ZIZIS et al 2000) e adsorgédo de proteinas salivares
(EDGERTON et al 1993; RADFORD et al., 1998; SAMARANAYAKE et al.,1980).

Consolidada a adesdo, os microrganismos comegam a produzir a matriz
polimérica extracelular; com o amadurecimento do biofilme, sua estrutura possui
uma arquitetura caracteristica que possibilita uma maior facilidade de captacédo de
nutrientes, favorecendo um crescimento mais ordenado da comunidade e uma maior
protecdo contra radiagdes UV, fagocitose, desidratacdo e resisténcia a
antimicrobianos (BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006; KUHN et al., 2002;
MUKHERGJEE et al., 2005).

A composicao do biofilme de C. albicans consiste em uma mistura de células
hospedeiras, células em forma de leveduras, pseudohifas e hifas, além da matriz
extracelular composta de proteinas e polissacarideos. O desenvolvimento do
biofiime de C. albicans tem sido estudado por muitos pesquisadores e dividido em
trés fases de desenvolvimento (CHANDRA et al., 2001; BLANKENSHIP;
MITCHELL, 2006; TEN CATE et al., 2009):

Fase | (Inicial 1-11 h): Na fase inicial, a célula plancténica na forma de
levedura adere na superficie do substrato. Essa aproximacgao das leveduras no
substrato pode ser aleatéria ou atraida por uma quimiotaxia. Apds a aproximacao
das células, existe uma interagdo destas com a superficie, sendo hidrofébica e
eletrostatica. A producdo de adesinas pela levedura e a aderéncia de plaquetas e
fibrinas do hospedeiro no substrato ajudam ainda mais na ades&o primaria.

Fase Il (Intermediario 12-30 h): Na fase secundaria, as células aderidas
proliferam formando microcolbnias e comegam a produzir a matriz extracelular.
Neste momento existe o aparecimento de mecanismos de comunicagao
intercelulares que leva a uma expressao diferencial de genes. Esses genes sao
responsaveis pela transicdo de leveduras para hifas, na arquitetura da parede

celular e na coesividade do biofilme dada pela matriz.
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Fase Il (maturagéo 38-72 h): Por ultimo, quando as células comegam a se
confluirem, a rede formada comeca a ser constituida de uma transicao de células
diferenciadas em pseudohifas, hifas e leveduras, tudo envolvido pela matriz
extracelular polimérica e promovendo um crescimento tridimensional.

Existem diversos métodos que permitem a quantificacdo do biofilme, tais
como o peso seco (KUHN et al., 2002), unidade formadora de colbénia (JIN et al.,
2004), microscopio confocal (CHANDRA et al., 2001) e a coloragdo com Cristal
Violeta (LI et al., 2003).

A coloracdo com Cristal Violeta € um dos métodos mais rapidos para
quantificar a biomassa e pode ser utilizado diretamente, sem desorganizar o
biofilme, seja ele bacteriano (PITTS et al., 2003) ou fungico (LI et al., 2003). Esta
técnica foi utilizada pela primeira vez por Christensen et al. (CHRISTENSEN et
al.,1985) para corar as bactérias aderidas a tubos de poliestireno ou placas.

O biofilme a ser quantificado é previamente imerso em metanol, promovendo
a sua fixagdo a amostra, que entdo é corada com Cristal Violeta (corante catiénico) e
gentilmente lavada para remogdo do excesso; em seguida, o corante que foi
difundido ao biofilme é descorado com acido acético ou alcool, resultando no
sobrenadante. A quantificacdo da biomassa é determinada através de um método
fotocolorimétrico, a partir da absorbancia da solucdo de metanol resultante do
processo de descoloragdo (STEPANOVIC et al 2000; PEETERS; NELIS; COENYE,
2008, LI et al., 2003 ).

O método fotocolorimétrico foi desenvolvido com a finalidade de dosar
substancias biolégicas. Neste método sao utilizadas reagbes que resultam em
solucdes coloridas. A intensidade da cor produzida é proporcional a concentracdo da
substancia que esta sendo dosada (BECKETT; STENLAKE, 1988).

A diferenca de coloracdo é muitas vezes imperceptivel a olho nu. A medida
da intensidade de cor é efetuada por instrumentos denominados fotocolorimetros ou
espectrofotdmetros. Estes instrumentos possuem uma fonte de luz branca, filtros
coloridos (fotocolorimetro), prismas ou reticulos de difragdo (espectrofotdmetro),
através dos quais pode ser feita a selegdo do comprimento de onda e, um sistema
onde a intensidade da luz é detectada, transformada em corrente elétrica,
amplificada e medida (BECKETT; STENLAKE, 1988).

Ao incidir um feixe de luz sobre uma solu¢cao corada, verifica-se que a

intensidade de luz que emerge da solugdo € menor que a intensidade de luz
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incidente nesta solucdo. A diferenca entre a intensidade de luz que incide e a
intensidade de luz que atravessa a solucao corada pode ser medida e expressa pelo
coeficiente obtido através da divisdo da intensidade da luz, emergente pela
intensidade da luz incidente. Este coeficiente € chamado de transmitancia. Por sua
vez, mede-se a intensidade de luz absorvida por uma solugao corada pela redugao
da medida da intensidade de luz transmitida. A medida de absorgcao € chamada de
absorbancia, logo absorbancia e transmiténcia sdo inversamente proporcionais
(BECKETT; STENLAKE, 1988).

Portanto, uma vez aferido, pode-se quantificar o biofiime através da
quantidade de luz absorvida pelo corante Cristal Violeta que foi liberado no processo
de descoloragdao. Quanto maior a concentracdo de Cristal Violeta, mais luz sera
absorvida e consequentemente mais biofilme foi formado (BECKETT; STENLAKE,
1988).

1.5 Sistemas de Polimento Liquido

Os sistemas de polimento liquido mostram-se como uma alternativa
interessante para modificar as superficies internas das bases da dentadura, selando-
a com uma espécie de resina fluida fotopolimerizavel que nao possui inibicao por
oxigénio, resultando numa pelicula de 10 a 20 ym de espessura, lisa, brilhosa e
resistente ao desgaste (SAYINSU et al., 2007).

Em 1986, Budtz-Jorgensen e Kaaber (BUDTZ-JORGENSEN; KAABER,
1986), estudaram ‘in vivo” um sistema de polimento liquido (Perma Link / Perma
Cure System, G. C. Internat. Cooperation, Tokyo, Japan) aplicado nas superficies
internas das proteses totais onde observaram uma diminuicdo do acumulo de
biofilme durante a primeira semana de utilizacdo. Ao final de um més, os pacientes
relataram facilidade durante a limpeza e escovacédo da superficie aplicada, sendo
também observado uma redug¢ao nos quadros de estomatite induzida por dentadura.
Apesar de ter sido demonstrada a eficiéncia do polimento liquido, este trabalho
possuiu um curto periodo de avaliagao.

Outro tipo de polimento liquido (Palaseal, Heraeus Kulzer, Wehrheim,
Germany) foi avaliado qualitativamente por Sesma et al., (SESMA et al., 2005) a

curto e médio prazo. Em um més, mais uma vez confirmou-se a sua eficacia.
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Entretanto, em trés meses, os autores observaram uma degradagao dessa pelicula,
aumentando a adesdo de microrganismos em algumas areas da superficie tratada,
devido a presenca de microfraturas.

Com a evolucdo dos compdsitos e entre eles os polidores liquidos, foram
retomadas as investigagdes cientificas avaliando a nova geragao destas substancias
sobre as superficies de proteses dentarias (OWENS; JOHNSON, 2006; SAYINSU et
al., 2007; DAVIDI et al., 2007; DAVIDI et al., 2008; CILLI et al., 2009; BRISO et al.,
2011). Davidi et al. (DAVIDI et al., 2007), estudaram “in vivo” superficies de resinas
acrilicas tratadas com Biscover e, observou, que estas superficies acumulavam
menos biofilme do que em uma superficie polida mecanicamente ou coberta com
adesivo. Para verificar a razdo destes resultados, estes mesmos autores realizaram
um outro estudo analisando o Biscover em relagdo a algum poder antimicrobiano,
hidrofobicidade, rugosidade superficial e adsor¢do de proteinas salivares e
constataram que este produto ndo possuia nenhum poder antimicrobiano e que os
valores encontrados para hidrofobicidade e rugosidade superficial eram similares a
de uma superficie de PMMA polida, com exce¢ao da adsorcdo de proteinas que
apresentou valores insignificantes nas superficies cobertas com o polimento liquido
(DAVIDI et al., 2008).

Apesar das modificagdes favoraveis na superficie de PMMA, promovidas
pela camada de polimento liquido, dificultarem o processo de adesédo de
microorganismos, isto ndo € o suficiente para evitar a formagdo de biofiime. A
higienizacdo mecanica com escova e pasta dental, procedimento utilizado por 60 a
90% dos pacientes portadores de dentaduras, € um recurso necessario para a
desorganizagao, controle da placa e manutencdo da protese e dos tecidos de
suporte em condi¢des saudaveis (ABELSON, 1985; JAGGER; HARRISON, 1995).

Porém, é reconhecido que este método de higiene néo é eficiente na total
remogao dos microorganismos aderidos a este substrato, por isso, muitos autores
recomendam que se implemente uma associacao desta técnica com imersao em
solugdes desinfetantes, que aumentam a eficacia de agao e sdo grandes aliadas de
pacientes que possuem uma coordenagdo motora deficiente (ABELSON, 1985;
BUDTZ- JORGENSEN, 1979; CHAN et al., 1991; DILLS et al., 1988; LOMBARDI;
BUDTZ- JORGENSEN, 1993).
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1.6 Hipoclorito de Sédio

Idealmente, uma solucdo desinfetante deve demonstrar uma atividade de
remogcdo de manchas e de biofiilme, com agédo antibacteriana e antifungica,
eliminando os patégenos prejudiciais. Deve também ser biocompativel (atoxico), ndo
causar danos as bases da proétese, ser de acao rapida e facil uso, ndo possuir sabor
e ter baixo custo (FELTON et al., 2011).

Dos desinfetantes disponiveis no mercado, o hipoclorito de sédio € um dos
mais amplamente utilizados como método de higiene complementar em prétese total
devido a sua acado bactericida e fungicida (VERES et al, 1985), que atua
diretamente na matriz organica da placa, resultando numa dissolugédo da estrutura
polimérica, provavelmente pela oxidacdo do conteudo protéico ou por uma reducéo
da adesao na maioria das espécies de Candida spp. (NIKAWA et al., 1999)

O hipoclorito de sddio existe somente em solugao aquosa. Neste estado ele
origina o hidréxido de sddio (base forte) e o acido hipoloroso (acido fraco) (LOPES,
SIQUEIRA JUNIOR e ELIAS, 1999). Portanto, a acdo desinfetante desta substdncia
deve-se a liberagdo de cloro. Apesar do hidréxido de sddio gerado pela reagao do
hipoclorito com a agua também apresentar eficacia antimicrobiana, sabe-se que a
formacdo de compostos contendo cloro ativo, como o acido hipocloroso e o ion
hipoclorito, € a principal responsavel pela excelente atividade antimicrobiana da
solucao clorada (LOPES, SIQUEIRA JUNIOR e ELIAS, 1999).

Diversos estudos s&o realizados buscando determinar a efetividade e
concentragédo do hipoclorito de sédio como agente de desinfec¢cdo quimica (WEBB
et al., 1998; PAVARINA et al., 2003; VIANNA et al., 2004; SENA et al., 2006;
FALAH-TAFTI et al., 2008). Vianna et al., (VIANNA et al., 2004) realizaram um
estudo vendo o tempo maximo de eliminagdo de microrganismos patégenos, como
C. albicans, com hipoclorito de sédio nas concentracdes: 0,5%, 1%, 2,5%, 4% e
5,25%, e observaram que a quanto menor a concentracdo, maior o tempo
necessario para eliminar os patdégenos avaliados. Entretanto, apesar deste
desinfetante ser mais eficiente em altas concentracdes, sabe-se que quando
utilizado, principalmente com concentragdes acima de 2%, ele € mais danoso a base
da prétese, alterando a rugosidade superficial e a coloragdo (FALAH-TAFTI et al.,
2008).




24 Introdugao e Sintese Bibliografica

Entdo, Pavarina et al., (PAVARINA et al., 2003) realizaram um estudo para
propor um protocolo para a desinfeccdo de proteses totais, utilizando hipoclorito de
sodio 1%, concluindo que a imersdo da protese nesta solugdo durante 10 min,
demonstrou-se efetiva. Apesar de ser preconizado um tempo curto de exposi¢ao da
prétese, ndo é sabido se o uso diario e prolongado deste desinfetante pode afetar as
propriedades fisico-quimicas das resinas para bases de dentadura, inclusive a
camada de polimento liquido, o que podera influenciar na colonizagdo de C.
albicans.

Sendo assim, considera-se importante avaliar o uso da camada de polimento
liquido associado a protocolos de desinfec¢gdo quimica, para verificar a integridade
dessa camada e a quantidade de biofiime formado apds a simulagdo de ciclos de

desinfecgao.




2 Proposigéo
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2 PROPOSICAO

Os objetivos deste trabalho foram:

* Avaliar a quantidade da formacéao de biofilme de C. albicans na superficie
de uma resina acrilica termopolimerizavel, tratada com polimento liquido
apods 30 e 90 ciclos de desinfeccdo quimica, mediante a coloracdo com

Cristal Violeta.

* Avaliar a integridade da camada de polimento liquido, apds 30 e 90 ciclos
de desinfecgao quimica através de Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV).







3 Materiais e
Métodos
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Confecgdo das amostras

3.1.1 Confeccao dos padrdes de silicone

Para confecgao dos padrdes de silicone, foi utilizada uma matriz metalica de
forma retangular, com dois orificios medindo 10 mm de comprimento, 10 mm de
largura e 2 mm de altura. Os orificios da matriz foram preenchidos com silicone de
condensagao de uso laboratorial Zetalabor (Zhermack, Badia Polesine, Italy) e
prensada entre duas placas de vidro (JON Com de produtos odontolégicos LTDA,
Sao Paulo, Brasil) previamente isoladas com vaselina sélida (Hemafarma Com. e
Ind. farmacéutica LTDA, S&o Gongalo, Brasil), sob peso de 5 kg, por
aproximadamente 10 min. Em seguida, os padrdes de silicone foram removidos da
matriz e os excessos cortados com auxilio de uma lamina de bisturi (DE REZENDE
PINTO et al., 2009) (Figura 1)

Figura 1: Silicone de condensagdo de uso laboratorial zetalabor (A). Isolamento com vaselina sélida
das placas de vidro (B). Matriz metalica (C). Matriz metalica preenchida com silicone de condensacgao
(D). Padrao de silicone finalizado (E).
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3.1.2 Inclusao dos padrées de silicone

Os padrdes de silicone obtidos foram incluidos em muflas de latdo polido
com pino n° 6 (Mac Artigos odontolégicos e prétese Ind. e Com. LTDA, Sao Paulo,
Brasil), previamente isoladas com vaselina sdlida. Posteriormente, as muflas
metalicas foram preenchidas com gesso tipo Ill (Vigodent S/A Ind. e Com., Rio de
Janeiro, Brasil), manipulado e espatulado conforme orientagées do fabricante, em
cuba de borracha (Dentalbrand Comercial, Sdo Paulo, Brasil) com espatula para
gesso (Indusbello Ind. de Instr. Odontolégicos, Londrina, Brasil), sob vibracgéo.

Apds a presa, os padroes de silicone foram colocados sobre o gesso e uma
nova camada deste interposta, a fim de fixar os padrées na mufla. Apds o tempo de
presa da segunda camada de gesso, foi aplicado o isolante Cel-Lac (S.S. White
Artigos Dentarios, Rio de Janeiro, Brasil) em toda superficie. A contramufla também
recebeu uma camada de vaselina sdlida nas suas superficies internas, sendo
devidamente posicionada e preenchida com gesso tipo lll, conforme condigdes
técnicas descritas anteriormente.

As muflas permaneceram na prensa hidraulica (VH Equipamentos médicos
Odont. Acess. LTDA., Araraquara, Brasil) com 0,5 Kgf de presséo, por 1 h e, em
seguida, abertas para a remog¢&o das matrizes de silicone e realizagédo do exame do
molde no gesso, a fim de verificar a presenga de bolhas e imperfeicbes (DE
REZENDE PINTO et al., 2009) (Figura 2).




Materiais € Métodos 33

Figura 2: Isolamento da mufla, contramufla e tampa com vaselina sélida (A). Mufla (B).
Preenchimento da mufla com gesso tipo Il (C) Disposigdo dos padrdes de silicone (D). Padroes de
silicone fixados na mufla (E). Isolamento dos padrdes de silicone com Cel-lac® (F). Assentamento da
contramufla (G). Preenchimento da contramufla com gesso tipo Il (H). Colocagao da tampa (I). Mufla
na prensa hidraulica por 30 min (J). Remogéao das matrizes de silicone e exame do molde de gesso

(K).

3.1.3 Preenchimento dos moldes, termopolimerizacdo e acabamento

Para prensagem e confeccédo dos corpos de prova, foi utilizada a resina
acrilica incolor termopolimerizavel Lucitone 550 (Dentsply International INC.,
Chicago, USA), homogeneizada com auxilio de uma espatula n° 31 (SS White Art.
Dentarios LTDA, Rio de Janeiro, Brasil) em recipiente de vidro (Paladon, Pr. Ind. e
Comércio de produtos odontoldgicos, Floriandpolis, Brasil), utilizando-se a proporgao
de 21 g de p6 para 10 mL de liquido, conforme orientagdes do fabricante. O interior
dos moldes de gesso recebeu uma camada do isolante Cel-Lac (SS White Art.
Dentarios LTDA, Rio de Janeiro, Brasil), com auxilio de um pincel pelo de marta
(Condor, n°456, Condor S.A., Sdo Bento do Sul, Brasil) e preenchido com a resina
acrilica na fase plastica. A base da mufla foi coberta com uma folha de papel
celofane e fechada com a sua respectiva por¢gao superior para ser prensada em
prensa hidraulica sob presséo inicial de 0,5 kgf. No momento em que o ponteiro da
prensa hidraulica apresentou-se estavel, a pressado foi aumentada para 1 kgf e por
fim, até atingir 1,5 kgf. Apds a estabilizacédo do ponteiro em 1,5 kgf e escoamento

completo do excesso da resina acrilica, a mufla foi novamente aberta, o papel
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celofane retirado, e a pelicula de resina acrilica excedente removida com o auxilio
de uma espatula Lecron (S.S. White Art. Dentarios LTDA, Rio de Janeiro, Brasil). A
mufla foi novamente fechada e levada para prensa hidraulica sob pressao de 1,5 kgf
durante 30 min (DE REZENDE PINTO et al., 2009).

Decorrido esse periodo, a mufla foi colocada em uma prensa manual de aco
inoxidavel (Metal Vander Aparelhos para Ortodontia, Piracicaba, Brasil), e levada a
polimerizadora microprocessadora digital, em agua, modelo Banho Maria (Solab,
Piracicaba, Brasil), para realizar o ciclo de termopolimerizagdo com a seguinte
programacgao: a temperatura da agua aqueceu até 73 °C onde manteve-se estavel
durante 90 min, em seguida, elevou-se até 100 °C, que foram mantidos por mais 30
min. Finalizado o ciclo de termopolimerizagdo, a mufla foi removida da
polimerizadora microprocessadora digital apds resfriamento completo. Ao final da
demuflagem, os corpos de prova de resina acrilica receberam acabamento com o
auxilio de uma fresa de tungsténio em baixa velocidade (SARTORI et al, 2006) e
foram submetidas a limpeza em ultrassom Ultrassonic Cleaner (Arotec, Sdo Paulo,
Brasil) por 20 min (PEREIRA-CENCI et al., 2007) em agua destilada, para remogao
dos debris da superficie da resina e, entdo, aferidos com um paquimetro digital
(Starrett, Itu, Brasil) para verificar suas dimensdes. Ao final, foram obtidas 280

amostras medindo 10 x 10 x 2 mm (Figura 3).
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Figura 3: Lucitone 550 ®, Incolor (A). Pesagem do acrilico (21 g) em balanca digital de precisédo (B).
P6 e liquido do acrilico (C) Mistura do p6 ao liquido do acrilico (D). Isolamento do molde de gesso
com Cel-lac ® (E). Insergdo do acrilico na fase plastica no molde de gesso (F). Mufla em prensa
hidraulica com pressdo de 0,5 1.0 e 1.5 Kgf (G). Termopolimerizadora digital (H). Espécimes apoés
concluido o ciclo de polimerizagdo (l). Eliminagdo de rebarbas e afericdo das dimensdes dos
espécimes com paquimetro (J).

3.1.4 Polimento mecanico

As amostras obtidas foram levadas a um dispositivo de resina acrilica de
forma circular, passivel de ser utilizado em politriz metalografica, que foi modificado,
realizando um seccionamento em 4/5 do seu didmetro, instalando uma placa de aco
vazada de 1 mm de espessura em uma das suas superficies e um parafuso, para

fixar e limitar a quantidade de desgaste dos espécimes (Figura 4).
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Figura 4: Dispositivo de resina acrilica em forma de disco, adaptado com 4/5 do seu diametro
seccionado e placa de ago de 1 mm de espessura, vazada nas dimensdes do espécime (A). Inser¢ao
do espécime no respectivo orificio de fixagao (B). Espécime polido com espessura limitada pela placa
de aco (C).

O polimento das superficies das amostras foi realizado em uma politriz
metalografica ER 27000 (Erios, S&o Paulo, Brasil) com dispositivo para polimentos
multiplos, capaz de polir simultaneamente seis corpos de prova, proporcionando
uma padronizagao de rugosidade e paralelismo entre as superficies polidas. Do total
das 280 amostras, 210 foram aleatoriamente selecionadas e receberam em cada
lado, polimento com lixa de silicone carbide (3M, Sumaré, Brasil) de granulagdo 120,
com carga de 260 g durante 20 s, em baixa velocidade e refrigeracédo abundante,
para obter um valor de rugosidade média de 3 ym a fim de simular a superficie
interna de uma protese total. As 70 amostras restantes tiveram ambas faces polidas
utiizando uma sequéncia de lixas de silicone carbide (3M, Sumaré, Brasil) nas
granulagdes 600 e 1200, com carga de 260 g durante 30 s cada, em baixa
velocidade e refrigeracdo abundante, para obter uma superficie com rugosidade
média de 0,3 um, similar a rugosidade encontrada na superficie de espécimes
cobertos com polimento liquido (DAVIDI et al., 2008). As lixas foram substituidas a
cada seis superficies polidas e as amostras submetidas a limpeza em ultrassom por
20 min em agua destilada (PEREIRA-CENCI et al, 2007), entre as trocas de
granulagao e/ou ao final do polimento, a fim de remover os granulos remanescentes.

Entao, todos os espécimes foram acondicionados individualmente em pocos
de placas de cultura de células de 24 pocgos, contendo 2 mL de agua destilada por
12 h a uma temperatura de 37°C, em estufa Orion 502C (Fanem, Guarulhos, Brasil),

visando a eliminagdo de monémero residual (MOURA et al., 2006).
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3.1.5 Afericao da padronizagao da rugosidade superficial

Todas as amostras tiveram suas superficies mensuradas através do
aparelho rugosimetro Surftest SJ-301 (Mitutoyo Corporation, Kanagawa, Japan),
com a finalidade de verificar a padronizagao da rugosidade média entre os corpos de
prova polidos mecanicamente. Foram realizadas trés leituras verticais e horizontais
na superficie dos espécimes, sendo considerada a média aritmética (Ra) entre os
picos e vales percorridos pela ponta ativa do aparelho, com percurso de medig¢ao de
4 mm, comprimento de onda limite de 0,8 mm e velocidade de 0,5 mm/s. Ao final da
afericdo, foram obtidas 210 amostras com superficies com valor médio de 3 ym e 70

amostras com superficies com valor médio de 0,3 um (Figura 5).

Figura 5: Espécimes apds acabamento e afericdo com paquimetro (A). Espécimes fixados a
dispositivo adaptado de resina acrilica em forma de disco (B). Politriz para dispositivos multiplos onde
foi realizada a padronizagcado da rugosidade superficial (C). Ultrassom para limpeza dos granulos,
entre lixas e/ou ao final da padronizagdo da rugosidade (D). Espécimes polidos com lixa de granulo
120 e com lixas 600 e 1200, respectivamente (E). Afericdo da rugosidade superficial dos espécimes
com rugosimetro (F).




38 Materiais € Métodos

3.1.6 Polimento liquido

Das 210 amostras com rugosidade média de 3 uym, 140 foram selecionadas
aleatoriamente para ser aplicado o polimento liquido. Metade destas (70) recebeu,
em suas superficies, uma camada de Biscover LV (Bisco, Schaumburg, USA) e, a
outra metade (70), uma camada de Surface Coat (Kuraray, Tokyo, Japan).

O polimento liquido foi aplicado de acordo com as instrugdes dos
fabricantes: sobre a superficie limpa e seca, com um pincel pelo de marta Condor
n°415 (Condor S.A., Sdo Bento do Sul, Brasil), cada face da amostra recebeu uma
fina camada do material e foi fotopolimerizada durante 30 s para Biscover LV e 20 s
para Surface Coat, com um fotopolimerizador de luz fria Ultraled (Dabi Atlante, Sao
Paulo, Brasil), previamente aferido com um radiémetro (DMC, Sao Paulo, Brasil), no
qual apresentou comprimento de onda de 550 mW/cm?.

Apds polimerizadas, as superficies foram aferidas com o rugosimetro
Surftest SJ-301 (Mitutoyo Corporation, Kanagawa, Japan), conforme descrito
anteriormente, a fim de verificar a rugosidade média da superficie coberta com

polimento liquido, que apresentou valores de aproximadamente 0,3 ym (Figura 6).

Figura 6: Sistema de polimento liquido utilizados: Biscover LV e Surface Coat (A). Aplicacdo de
polimento liquido nas amostras com rugosidade superficial de 3 ym segundo as instrugdes dos
fabricantes (B). Fotopolimerizagédo da camada de polimento liquido conforme as instrugbes dos
fabricantes (C). Aferigdo da rugosidade superficial apds aplicagdo da camada de polimento liquido
(D).
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3.2 Distribuicao dos grupos

As amostras foram agrupadas aleatoriamente de acordo com o tratamento
de superficie recebido, tipo de solugcdo quimica utilizada e numero de ciclos
submetidos (Tabela 1). Foram totalizados 20 grupos (n=14), onde em cada grupo, 12
amostras foram destinadas para analise quantitativa (coloragdo com Cristal Violeta)

e 2 amostras para analise qualitativa (Microscopia Eletrbnica de Varredura).

Tabela 1 - Distribuigdo dos grupos de acordo com tratamento de superficie, desinfetante
quimico e numero de ciclos utilizados.

TRATAMENTO DE SUPERFICIE SOLUGAO QUIMICA CICLOS
Nenhum (Controle negativo) 0
Polimento mecéanico 30
(Rugosidade média de 3 um) Agua destilada (Controle positivo) %
70 amostras 30

5 grupos (n=14) Hipoclorito de Sédio 1% (10 min) %
Polimento mecéanico (3 pm) Nenhum (Controle negativo) 0
e Polimento liquido (0,3 ym) ’ _ N 30

Agua destilada (Controle positivo)
Biscover LV 90
70 amostras 30
Hipoclorito de Sédio 1% (10 min)

5 grupos (n=14) 90
Polimento mecéanico (3 ym) Nenhum (Controle negativo) 0
e Polimento liquido (0,3 ym) ’ _ N 30

Agua destilada (Controle positivo)
Surface Coat 90
70 amostras 30
Hipoclorito de Sédio 1% (10 min)
5 grupos (n=14) 90
Polimento mecéanico Nenhum (Controle negativo) 0
(Rugosidade média de 0,3 pym) ’ _ N 30
Agua destilada (Controle positivo) %
70 amostras 30
Hipoclorito de Sédio 1% (10 min)
5 grupos (n=14) 90




40 Materiais € Métodos

3.3 Desinfecgao com hipoclorito de sédio 1%

O protocolo de desinfecgao quimica adotado foi baseado em trabalhos que
comprovadamente evidenciaram a desinfecgdo de C. albicans em resinas acrilicas
para bases de dentaduras, o qual preconiza a exposicao em solucao de hipoclorito
de sodio 1% durante 10 min (PAVARINA et al., 2003; VIEIRA et al., 2010). Dessa
forma, para simular o processo de desinfec¢do, foi assumido que cada 10 min de
exposic¢ao a solugao quimica era equivalente a 1 ciclo. Os corpos de prova de cada
grupo experimental foram individualmente colocados em recipientes contendo 2 mL
da solugao de hipoclorito de sodio 1% (Farmacia Specifica, Bauru, Brasil) e deixados
imersos durante o tempo correspondente ao numero de ciclos estabelecidos para
cada um dos grupos descritos neste estudo. Os grupos correspondentes a 90 ciclos,
permaneceram 900 min imersos, enquanto que os grupos de 30 ciclos, 300 min.
Decorrido o tempo de imersdo no desinfetante, as amostras foram retiradas e
individualmente imersas em um novo recipiente contendo 2 mL de agua destilada
para lavagem, onde permaneceram durante 30 min para 30 ciclos e 90 min para 90
ciclos. O procedimento de lavagem foi repetido 3 vezes, sempre realizando a troca
da agua. Os mesmos procedimentos foram realizados com os respectivos controles
positivos de cada grupo, porém utilizando agua destilada ao invés da solugao de
hipoclorito de sodio 1%. Os grupos referentes ao controle negativo ndo sofreram
imersao em nenhum tipo de solucdo. Finalizado o processo de desinfeccdo, os
espécimes foram secos e embalados individualmente para esterilizagao por meio de
oxido de etileno (Acecil — Central de esterilizagdo comércio e industria, Campinas,
Brasil) (MIMA et al., 2008) (Figura 7).
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Figura 7: Pogos contendo 2 mL de hipoclorito de s6dio 1% onde os espécimes permaneceram
individualmente imersos durante o tempo correspondente ao numero de ciclos desejado: 300 min
para 30 ciclos ou 900 min para 90 ciclos (A). Pogos contendo 2 mL de agua destilada, destinados a
lavagem tripla dos espécimes apos desinfecgdo, que permaneceram por 30 min (30 ciclos) ou 90 min
(90 ciclos) em cada pogo de lavagem (B). Solugéo de hipoclorito de sédio 1% (Farmacia Specifica,
Bauru, SP) (C).

3.4 Imersao em saliva artificial

Apos esterilizados, os corpos de prova foram imersos em saliva artificial,
simulando a influéncia da formacdo da pelicula adquirida na colonizacido de C.
albicans. O meio de saliva foi preparado de acordo com a composi¢cao e
concentragdes descritas por Hahnel et. al, (HAHNEL et. al, 2010) (Tabela 2).

Tabela 2 — Componentes da saliva artificial e suas respectivas concentracoes.

COMPONENTE CONCENTRAGAO
Solugao Tampao Fosfato (PBS)* Base
Albumina bovina* 40 pug/mL
a-amilase de pancreas de porco** 1 mg/mL
Lisozima retirado de ovo de galinha** 10 pg/mL
Mucina de estdbmago de porco* 850 mg/L

*Sigma-Aldrich, St Louis, USA. **Fluka Bio-chemika, Buchs, Switzerland.

Os componentes e concentragcdes dos componentes utilizados nesta formula
sdo similares aos encontrados na saliva total humana e foi utilizada em diversos
estudos para colonizagdo de microrganismos, incluindo C. albicans (HAHNEL et. al,
2008; HAHNEL et. al, 2010; BUERGERS et. al, 2010). Para a formagao da pelicula

adquirida, foi dispensado 2 mL da saliva artificial, em pocos de uma placa de 24
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pocos, onde os corpos de prova foram imersos e permaneceram por 2 h a 37° C
(HAHNEL et. al, 2008; HAHNEL et. al, 2010; BUERGERS et. al, 2010) (Figura 8).
Apos este periodo, os corpos de prova em acrilico foram secos a temperatura

ambiente por 30 min, quando ent&o foram inoculados com o patégeno.

Figura 8: Pogos contendo 2 mL de saliva artificial onde os espécimes permaneceram individualmente
imersos durante 2 h para formagdo da pelicula adquirida salivar (A). Solugdo de Saliva artificial
conforme proposta por Hahnels et al (B).

3.5 Inoculagao dos espécimes

Todos os procedimentos microbiolégicos foram realizados no laboratério de
Biologia Celular do Centro Integrado de Pesquisa-1 (CIP-1) da Faculdade de
Odontologia de Bauru da Universidade de S&o Paulo, sempre em condigdes
assépticas, em capela de fluxo laminar previamente desinfetada com alcool 70°.

A espécie C. albicans (SC 5314) foi reativada de sua cultura original
contendo Caldo de Soja Tripico (TSB) (Accumedia Manufacturers, Lansing, USA) a -
80° C, em 10 mL de meio de cultura TSB caldo (CAMPANHA et al., 2007) com
Cloranfenicol (Carlo Erba, Milan, Italy) e incubada durante 24 h a 37° C em estufa
Orion (Fanem, Guarulhos, Brasil), em condigdes aerdbicas. Apos 24 h, a suspensao
foi centrifugada na centrifuga 5804R (Eppendorf, Hamburg, Germany), por 10 min,
com velocidade de 5.000 rpm, a 22° C, para separagao dos microrganismos do
sobrenadante. Os fungos isolados foram lavados 2 vezes em solug¢ao tampéo fosfato
(PBS) (Merck, Darmstadt, Germany), para remogao de impurezas e o pelet final foi

ressuspenso em PBS.
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A seguir, a suspensado foi agitada por 15 s e a turbidez ajustada
espectrofotometricamente (Pharmacia Biotech, Piscataway, USA), a 600 nm, até
atingir absorbancia similar ao padrao 0,5 da Escala McFarland. Este procedimento
promoveu a preparacdo de uma suspensao celular com uma concentracao final de
1x10” cels/mL em TSB com cloranfenicol (concentragdo 6tima para formacdo de
biofilme) (CHANDRA; MUKHERJEE; LEIDICH, 2001)

3.6 Formacao do biofilme

Utilizando uma pinga estéril (S.S. White Art. Dentarios LTDA, Rio de Janeiro,
Brasil), cada amostra foi colocada em um pog¢o de uma placa de cultura celular de 24
pocos (TPP, Trasadingen, Switzerland), no qual foi dispensado 2 mL da suspensao
celular, através de pipetas e ponteira descartaveis, deixando os espécimes
totalmente submersos. Inicialmente, todas as amostras foram deixadas em cultura
com C. albicans por 90 min em estufa (Fanem, Guarulhos, Brasil) a 37° C sob
agitacdo. Durante todo o periodo em que os espécimes foram mantidos em meio de
cultura, as placas que os continham foram mantidas sob movimentagdo constante,
com o objetivo de evitar o acumulo das células fungicas em uma unica area por
deposicao (THEIN; SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 2007) (Figura 9).

Figura 9: Pogos contendo 2 mL de indéculo de C. albicans ASC 5314 a 10’ cels/mL em TSB (A).
Estufa a 37° C com agitagéo, onde as amostras permaneceram 1h e 30 min para fase de adeséo (B).
Pocos contendo 2 mL de PBS, destinados a lavagem ftripla (suave) ap6s adesio, para remogao de
células néo aderidas (C).
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Cessado os 90 min, os espécimes foram suavemente lavados
individualmente trés vezes em 2 mL de PBS (HAWSER; DOUGLAS, 1994) para
garantir a remocgéo de células ndo aderidas aos espécimes (KUHN et al., 2002). A
seguir, os espécimes foram reinseridos em 2 mL de TSB e incubados em estufa a
37° C sob agitagdo por 24 h (KUMAMOTO, 2008; PEREIRA-CENCI et al., 2008) para

o desenvolvimento do biofilme (Figura 10).

Figura 10: Pogos contendo 2 mL de TSB onde as amostras foram inseridas apos fase de adesao (A).
Estufa a 37° C com agitagdo, onde as amostras permaneceram por 24 h para desenvolvimento de
biofilme (B).

As amostras foram analisadas por métodos quantitativos e qualitativos. Para
quantificacdo do biofilme, foi utilizado o método de coloracdo por Cristal Violeta
através da mensuragao do nivel de absorbancia do sobrenadante obtido apds a
descoloragao do biofilme formado. Para andlise qualitativa da integridade da camada
de polimento liquido, as superficies foram fotografadas através do Microscopio

Eletrénico de Varredura.

3.7 Analise quantitativa com solugao aquosa de Cristal Violeta

Apds a formagao do biofilme intermediario (24 h), as amostras destinadas a
analise quantitativa foram gentilmente lavadas por 3 vezes em 2 mL de PBS e secas
em temperatura ambiente durante 1 h. Em seguida, o biofilme foi fixado utilizando 2
mL de metanol 99% durante 15 min, permanecendo em refrigerador a 15° C durante

esse periodo. O excesso de metanol foi removido com uma micropipeta e entao as
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amostras foram expostas a temperatura ambiente para total evaporag¢ao do fixador.
Para a coloracao do biofilme, as amostras foram transferidas para um novo poco
contendo 2 mL de solugdo aquosa de Cristal Violeta 0,02%, valor &étimo de
concentragao deste corante para C. albicans (PEETERS; NELIS; COENYE, 2008).
Foram aguardados 20 min para que ocorresse a completa difusdo do
corante ao biofime (PEETERS; NELIS; COENYE, 2008). Passados 20 min, as
amostras foram suavemente lavadas por 3 vezes em 2 mL de agua Milli-Q estéril
para remocao do corante nao difundido. Posteriormente, as amostras foram
transferidas para um novo pog¢o onde foi adicionado 2 mL metanol 95% para
descoloragdo do biofilme e liberagdo do sobrenadante (JIN et al., 2004,
DJORDJEVIC; WIEDMANN; MCLANDSBOROUGH, 2002). O sobrenadante do
processo de descoloracao foi coletado e, 100 ul da solugao, transferida para uma
placa de 96 pocgos, em triplicata (Figura 11). Entdo, a absorbancia da solugao foi
quantificada pelo espectrofotdbmetro Fluorstar Optima (BMG LABTECH GmbH,
Ortenberg, Germany) utilizando o comprimento de onda de 595 nm (YUSUKE et al.,
2003; JIN et al., 2004). Para que somente o valor do Cristal Violeta liberado do
processo de descoloracdo fosse quantificado, foi aferido também o valor da
absorbancia de 100 pl de metanol 95% e utilizado como valor de referéncia (branco).
Sendo assim, foram obtidos resultados da subtracdo do valor do branco ao

sobrenadante (Figura 12).

9291?; e

Figura 11: Pogos contendo 2 mL de metanol 99%, onde o biofilme foi fixado, permanecendo em
refrigerador por 15 min a 15° C (A). Pogos contendo 2 mL de solugdo aquosa de Cristal Violeta 0,02%
para coloragdo por 20 min (B). Pogos contendo 2 mL de agua MiliQ, para lavagem tripla (em pogos
individuais) para remocao da solugéo de Cristal Violeta ndo difundida no biofilme (C). Pogos contendo
2 mL de metanol 95% onde foi realizado o processo de descoloragéo, resultando no sobrenadante
com concentragdo de corante correspondente a sua quantidade difundida no biofilme (D). Pogos
contendo 100 pl de metanol 95% (branco) (E). Pogos contendo 100 ul de sobredante, em triplicata,
proveniente da descoloragao do biofilme (F).
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Figura 12: Aparelho de espectrofotometro FLUOstar OPTIMA (BMG LABTECH GmbH, Ortenberg,
Germany) no qual foi realizada a leitura das amostras (A). Esquema simplificado de absorbancia: (1)
Um feixe de luz com comprimento de onda de 595 nm é disparado (2), atravessando o pogo da placa
com 100 pl do sobrenadante de concentragao desconhecida de Cristal Violeta (3), parte da luz é
absorvida e a concentragao da substancia pode ser calculada a partir da leitura da quantidade de luz
transmitida. (B)

3.8 Analise qualitativa com Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Concomitantemente a analise quantitativa com Cristal Violeta, a microscopia
eletrénica de varredura permitiu a visualizacdo da condicdo da camada de polimento
liquido e a observagao do comportamento das células fungicas do biofilme frente as
superficies testadas. Para esta analise, duas amostras de cada grupo foram
destinadas a esse fim. Destas, uma foi metalizada com ouro e teve sua superficie
analisada e, a outra, inoculada e o biofilme cultivado conforme descrito

anteriormente (ltens 3.4, 3.5 e 3.6), processada para MEV e entédo analisada.

3.8.1 Processamento das amostras para MEV

Para analisar o biofilme, os corpos de prova foram lavados por 3 vezes em
PBS e um exemplar de cada grupo foi encaminhado para fixagdo em vapor de
tetroxido de 6smio. Em capela de exaustdo de gases, cada amostra foi colocada
sobre uma ldmina de vidro dentro de uma placa de Petri forrada com papel de filtro
umedecido (cdmara umida). A seguir, foi coletado 1 mL de tetroxido de ésmio 2% e
colocado em uma tampa de refrigerante que, por sua vez, também foi colocada
dentro da placa de Petri. Imediatamente, a placa de Petri foi tampada e envolvida

com papel aluminio, permanecendo dentro da capela por 48 h. Ao volatilizar, o
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tetroxido de 6smio promoveu a fixagdo dos microrganismos presentes no biofilme
sobre os corpos de prova. Apds a fixagao, a lamina de vidro com cada corpo de
prova foi transferida para um dessecador com silica-gel, onde permaneceu por 72 h
(KITAJIMA e LEITE, 1997; QUATTLEBAUM, 1980; ALVES et al., 2002) (Figura 13 —
A, B).

Para analisar a integridade da camada de polimento liquido, um exemplar
nao contaminado de cada grupo também teve sua superficie observada, ndo sendo
necessario passar pelo processo de fixacdo por ndo conter biofilme.

Por fim, todos os corpos de prova foram montados em “stubs” com auxilio de
fita adesiva e, na sequéncia, foram metalizados com ouro (Hammer VII, Alexandria,
Egypt) e analisados em Microscopio Eletrénico de Varredura T 220-A (JEOL, Tokyo,
Japan) (Figura 13 — C).

Figura 13: Amostra com aspecto enegrecido apés ter seu biofilme fixado com 1 mL de tetréxido de
6smio a 2%, em camara umida (A). Camara de silica para dessecagao dos espécimes poés fixagcao,
onde permaneceram por 72 h (B). Amostra presa ao “stub” e metalizada, pronta para ser examinada
(C).

3.8.2 Analise dos corpos de prova através do MEV

A aquisicdo das imagens foi realizada de maneira padronizada em 6
diferentes campos (SMITH; HUNTER, 2008), de acordo com a Figura 14, a fim de
gue nao houvesse a possibilidade de analise de um mesmo campo repetidas vezes.
Para a localizagao de cada campo, foi utilizado um aumento de 50 vezes. Aumentos
maiores de até 1.000 vezes foram utilizados para exploracdo dos detalhes da

superficie da resina acrilica e da morfologia das células fungicas.
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Figura 14: Sequéncia padrao de analise dos 6 campos dos corpos de prova no MEV.

3.9 Analise estatistica

Os valores médios obtidos pela leitura do sobrenadante relativos a formacao de
biofilme de C. albicans nos diversos tipos de tratamento superficie, tempos e
solugdes quimicas avaliadas, foram analisados através do teste paramétrico
ANOVA, seguido do teste de Tukey para as comparagdes multiplas entre os grupos,

com nivel de significancia estabelecido em 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Grupos com rugosidade média de 3 pm

4.1.1 Analise quantitativa com solugao aquosa de Cristal Violeta

Na andlise quantitativa da formacéo de biofiime de C. albicans entre os
grupos com rugosidade média de 3 um, foram observados valores de média e
desvio padrao entre 0,420 + 0,218 e 0,756 + 0,244.

Comparando os grupos-controle nos diversos tempos avaliados notou-se
que nao houve diferenga estatisticamente significante entre si.

Observando os grupos hipoclorito de sédio 1% nos diversos tempos
avaliados notou-se que nao houve diferenga estatisticamente significante entre os
grupos de 30 e 90 ciclos, havendo somente diferenga estatisticamente significante
entre o controle negativo (0 ciclos) e de 90 ciclos.

Nos grupos-controle versus hipoclorito de sddio 1%, nos diversos tempos
avaliados, observou-se diferenga estatisticamente significante somente entre os

grupos de 90 ciclos (Tabela 3).

Tabela 3 - Média e desvio-padrao dos valores de absorbancia obtidos na formacido de
biofilme de C. albicans em cada solucdo, nos diferentes tempos avaliados, na superficie
polida mecanicamente com rugosidade média de 3 uym

CICLOS CONTROLE (AGUA) HIPOCLORITO 1%
0 0,420 + 0,218%* 0,420 + 0,218%*
30 0,471 +0,173* 0,585 + 0,257%*
90 0,497 + 0,204%* 0,756 + 0,244°8

Letras minusculas iguais em cada coluna ou letras maiusculas iguais em cada linha indicam que nao
houve diferenga estatisticamente significante entre si.




52 Resultados

4.1.2 Analise qualitativa da integridade da camada superficial com MEV

As superficies ndo contaminadas da resina acrilica termopolimerizavel, com
rugosidade média de 3 um dos grupos controle negativo e controle de 30 e 90 ciclos,
demonstraram irregularidades e ranhuras profundas ao aumento de 50 vezes. Em
um aumento de 1000 vezes as ranhuras superficiais foram evidenciadas com maior
clareza onde foi possivel notar pequenas escamas, dentro das ranhuras, em todas
as amostras dos grupos-controle. Na andlise dos corpos de prova colonizados com
C. albicans, a maior parte dos campos percorridos demonstraram a presenca de

leveduras e hifas por toda superficie. (Figuras 15, 16 e 17).

Figura 15: Imagens da superficie da resina acrilica termopolimerizavel com rugosidade média de 3
um do grupo controle negativo. Foram analisados campos com 50 x de aumento (A) e 1000 x de
aumento (B) da superficie ndo contaminada. Também foi observada a superficie colonizada por C.
albicans com 1000 x de aumento (C).
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Figura 16: Imagens da superficie da resina acrilica termopolimerizavel com rugosidade média de 3
um do grupo controle de 30 ciclos. Foram analisados campos com 50 x de aumento (A) e 1000 x de
aumento (B) da superficie ndo contaminada. Também foi observada a superficie colonizada por C.

albicans com 1000 x de aumento (C).
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Figura 17: Imagens da superficie da resina acrilica termopolimerizavel com rugosidade média de 3
um do grupo controle de 90 ciclos. Foram analisados campos com 50 x de aumento (A) e 1000 x de
aumento (B) da superficie ndo contaminada. Também foi observada a superficie colonizada por C.

albicans com 1000 x de aumento (C).
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As superficies nao contaminadas da resina acrilica termopolimerizavel com
rugosidade média de 3 ym dos grupos hipoclorito de soédio 1% de 30 e 90 ciclos,
demonstraram ranhuras profundas e irregularidades ao aumento de 50 vezes. Em
um aumento de 1000 vezes nao foi notado de forma clara um padrdo nas ranhuras,
prevalecendo uma superficie altamente desorganizada, possivelmente devido a
acao da solugdo quimica em ambos os grupos. Na analise dos corpos de prova
colonizados com C. albicans, a maior parte dos campos percorridos demonstraram a
presenga de leveduras e hifas por toda superficie. (Figuras 18 e 19).

Comparando os grupos hipoclorito de sédio 1% de 30 e 90 ciclos com os
grupos-controle foi possivel observar uma nitido aumento da irregularidade na
superficie em relagéo a estes, sendo mais evidente no grupo hipoclorito de sodio 1%

de 90 ciclos, quando visto ao aumento de 1000 vezes.

Figura 18: Imagens da superficie da resina acrilica termopolimerizavel com rugosidade média de 3
pum do grupo hipoclorito de sédio 1% ap6s 30 ciclos. Foram analisados campos com 50 x de aumento
(A) e 1000 x de aumento (B) da superficie ndo contaminada. Também foi observada a superficie
colonizada por C. albicans com 1000 x de aumento (C).
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Figura 19: Imagens da superficie da resina acrilica termopolimerizavel com rugosidade média de 3
um do grupo hipoclorito de sédio 1% apos 90 ciclos. Foram analisados campos com 50 x de aumento
(A) e 1000 x de aumento (B) da superficie ndo contaminada. Também foi observada a superficie

colonizada por C. albicans com 1000 x de aumento (C).
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4.2 Grupos com o sistema de polimento liquido Biscover LV

4.2 .1 Analise quantitativa com solugao aquosa de Cristal Violeta

Na andlise quantitativa da formacédo de biofiime de C. albicans entre os
grupos com o sistema de polimento liquido Biscover LV, foram observados valores
de média e desvio padrao entre 0,091 + 0,048 e 0,186 + 0,066.

Comparando os grupos-controle nos diversos tempos avaliados notou-se
que houve diferenga estatisticamente significante entre o grupo de 90 ciclos e os
demais grupos.

Observando os grupos hipoclorito de sédio 1% nos diversos tempos
avaliados notou-se que houve diferenga estatisticamente significante entre o grupo
de 90 ciclos e o controle negativo.

Nos grupos-controle versus hipoclorito de sédio 1% nos diversos tempos
avaliados nao foi observada diferenga estatisticamente significante entre si (Tabela
4).

Tabela 4 - Média e desvio-padrao dos valores de absorbancia obtidos na formacido de
biofilme de C. albicans em cada solucdo, nos diferentes tempos avaliados, na superficie
tratada com Biscover LV.

CICLOS CONTROLE (AGUA) HIPOCLORITO 1%
0 0,091 + 0,048 0,091 + 0,048%*
30 0,089 + 0,069 0,145 + 0,0713A
90 0,174 + 0,063 0,186 + 0,066

Letras minusculas iguais em cada coluna ou letras maiusculas iguais em cada linha indicam que nao
houve diferenga estatisticamente significante entre si.




Resultados 57

4.2.2 Analise qualitativa da integridade da camada superficial com MEV

A analise das superficies nado contaminadas da resina acrilica
termopolimerizavel coberta com o sistema de polimento liquido Biscover LV, nos
grupos controle negativo e controle de 30 e 90 ciclos, demonstrou que as superficies
foram modificadas deixando-as predominantemente regulares, com a presenga de
alguns pontos e estrias proeminentes na superficie, aparecendo principalmente no
grupo de 90 ciclos, quando observadas ao aumento de 50 vezes. Em um aumento
de 1000 vezes a camada estava aparentemente integra, porém pontos na superficie
foram evidenciados novamente, reforcando o que foi visto no aumento de 50 vezes.
Na analise dos corpos de prova colonizados com C. albicans, a maior parte dos
campos percorridos demonstraram a presenca de leveduras e hifas por toda

superficie. (Figuras 20, 21 e 22).
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Figura 20: Imagens da superficie do grupo controle negativo da resina acrilica termopolimerizavel
com rugosidade média de 3 uym coberta com o polimento liquido Biscover LV. Foram observados
campos da superficie ndo colonizada com 50 (A) e 1000 x de aumento (B). Também foi observada a
superficie colonizada por C. albicans com 1000 x de aumento (C).
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Figura 21: Imagens do grupo controle de 30 ciclos da superficie da resina acrilica termopolimerizavel
com rugosidade média de 3 uym coberta com o polimento liquido Biscover LV. Foram observados
campos da superficie ndo colonizada com 50 (A) e 1000 x de aumento (B). Também foi observada a
superficie colonizada por C. albicans com 1000 x de aumento (C).
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Figura 22: Imagens do grupo controle de 90 ciclos da superficie da resina acrilica termopolimerizavel
com rugosidade média de 3 uym coberta com o polimento liquido Biscover LV. Foram observados
campos da superficie ndo colonizada com 50 (A) e 1000 x de aumento (B). Também foi observada a
superficie colonizada por C. albicans com 1000 x de aumento (C).
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A analise das superficies nado contaminadas da resina acrilica
termopolimerizavel coberta com o sistema de polimento liquido Biscover LV, apds
desinfec¢gdo com hipoclorito de sédio 1% nos grupos de 30 e 90 ciclos, demonstrou
uma superficie predominantemente regular com a presenga de pontos e ranhuras no
grupo de 30 ciclos e, uma superficie levemente irregular com ranhuras acentuadas e
uma quantidade de pontos aumentada no grupo de 90 ciclos, quando observadas ao
aumento de 50 vezes. Em um aumento de 1000 vezes, a camada estava
aparentemente integra no grupo de 30 ciclos, porém pontos na superficie foram
evidenciados novamente. Neste mesmo aumento, foi possivel notar uma
degradagdo da camada superficial do polimento liquido no grupo de 90 ciclos. Na
analise dos corpos de prova colonizados com C. albicans, a maior parte dos campos
percorridos demonstraram a presenca de leveduras e hifas por toda superficie.
(Figuras 23 e 24).

Comparando o grupo hipoclorito de sédio 1% de 30 ciclos com os grupos-
controle, foi possivel observar uma semelhanca entre o padrdo e profundidade das
ranhuras com o grupo controle de 90 ciclos. Entretanto, comparando os grupos-
controle ao grupo hipoclorito de sodio 1% de 90 ciclos foi notéria a degradacéo da

camada deste grupo, principalmente quando vista num aumento de 1000 vezes.

Searm 0883

»

Figura 23: Imagens da superficie da resina acrilica termopolimerizavel com rugosidade média de 3
um coberta com o polimento liquido Biscover LV apés 30 ciclos de desinfecgdo com hipoclorito de
s6dio 1%. Foram observados campos da superficie ndo colonizada com 50 (A) e 1000 x de aumento
(B). Também foi observada a superficie colonizada por C. albicans com 1000 x de aumento (C).
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Figura 24: Imagens da superficie da resina acrilica termopolimerizavel com rugosidade média de 3
Um coberta com o polimento liquido Biscover LV apés 90 ciclos de desinfecgdo com hipoclorito de
s6dio 1%. Foram observados campos da superficie ndo colonizada com 50 (A) e 1000 x de aumento
(B). Também foi observada a superficie colonizada por C. albicans com 1000 x de aumento (C).
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4.3 Grupos com o sistema de polimento liquido Surface Coat

4.3.1 Analise quantitativa com solugao aquosa de Cristal Violeta

Na andlise quantitativa da formacédo de biofiime de C. albicans entre os
grupos com o sistema de polimento liquido Surface Coat, foram observados valores
de média e desvio padrao entre 0,287 + 0,124 e 0,643 + 0,209.

Comparando os grupos-controle nos diversos tempos avaliados notou-se
qgue nao houve diferenga estatisticamente significante entre si.

Observando os grupos hipoclorito de sédio 1% nos diversos tempos
avaliados notou-se que nao houve diferenga estatisticamente significante entre os
grupos de 30 e 90 ciclos, havendo somente diferenca estatisticamente significante
entre o controle negativo (0 ciclos) e os demais grupos.

Nos grupos-controle versus hipoclorito de sédio 1% nos diversos tempos
avaliados nao foi observada diferenga estatisticamente significante entre si (Tabela
5).

Tabela 5 - Média e desvio-padrao dos valores de absorbancia obtidos na formacido de
biofilme de C. albicans em cada solucdo, nos diferentes tempos avaliados, na superficie
tratada com Surface Coat.

CICLOS CONTROLE (AGUA) HIPOCLORITO 1%
0 0,287 + 0,124%* 0,287 + 0,124%*
30 0,367 + 0,136*" 0,514 + 0,238°*
90 0,437 + 0,193% 0,643 + 0,209°*

Letras minusculas iguais em cada coluna ou letras maiusculas iguais em cada linha indicam que nao
houve diferenga estatisticamente significante entre si.
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4.3.2 Analise qualitativa da integridade da camada superficial com MEV

As superficies ndo contaminadas da resina acrilica termopolimerizavel
coberta com o sistema de polimento liquido Surface Coat, nos grupos controle
negativo e controle de 30 e 90 ciclos, foram modificadas, tendo caracteristica
predominantemente regular, com a presenga alguns pontos proeminentes na
superficie, quando observadas ao aumento de 50 vezes. Em um aumento de 1000
vezes, pontos na superficie foram evidenciados novamente, porém a camada estava
aparentemente integra e todos os grupos apresentaram um mesmo padrdo. Na
analise dos corpos de prova colonizados com C. albicans, a maior parte dos campos
percorridos demonstraram a presenca de leveduras e hifas por toda superficie.
(Figuras 25, 26 e 27).
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Figura 25: Imagens da superficie do grupo controle negativo da resina acrilica termopolimerizavel
com rugosidade média de 3 uym coberta com o polimento liquido Surface Coat. Foram observados
campos da superficie ndo colonizada com 50 (A) e 1000 x de aumento (B). Também foi observada a
superficie colonizada por C. albicans com 1000 x de aumento (C).
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Figura 26: Imagens da superficie do grupo controle de 30 ciclos da resina acrilica termopolimerizavel
com rugosidade média de 3 uym coberta com o polimento liquido Surface Coat. Foram observados
campos da superficie ndo colonizada com 50 (A) e 1000 x de aumento (B). Também foi observada a
superficie colonizada por C. albicans com 1000 x de aumento (C).
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Figura 27: Imagens da superficie da resina acrilica termopolimerizavel com rugosidade média de 3
um coberta com o polimento liquido Surface Coat do grupo controle de 90 ciclos. Foram observados
campos da superficie ndo colonizada com 50 (A) e 1000 x de aumento (B). Também foi observada a
superficie colonizada por C. albicans com 1000 x de aumento (C).
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As superficies ndo contaminadas da resina acrilica termopolimerizavel
coberta com o sistema de polimento liquido Surface Coat, apés desinfecgdo com
hipoclorito de sodio 1% nos grupos de 30 e 90 ciclos, demonstraram irregularidades
leves, com marcas e pontos proeminentes, quando observadas ao aumento de 50
vezes. Em um aumento de 1000 vezes, as amostras apresentaram uma camada de
polimento liquido degradada, encontrando-se de forma acentuada no grupo de 90
ciclos. Na analise dos corpos de prova colonizados com C. albicans, a maior parte
dos campos percorridos demonstraram a presenca de leveduras e hifas por toda
superficie. (Figuras 28 e 29).

Comparando o grupo hipoclorito de sédio 1% de 30 ciclos com os grupos-
controle, foi possivel observar uma diferenca entre o padrao da superficie e
quantidade de pontos proeminentes principalmente em relagdo ao grupo controle
negativo. Comparando os grupos-controle ao grupo hipoclorito de sodio 1% de 90
ciclos foi evidente a degradagdo da camada deste grupo, principalmente quando

vista num aumento de 1000 vezes
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Figura 28: Imagens da superficie da resina acrilica termopolimerizavel com rugosidade média de 3
Um coberta com o polimento liquido Surface coat apés 30 ciclos de desinfecgdo com hipoclorito de
s6dio 1%. Foram observados campos da superficie ndo colonizada com 50 (A) e 1000 x de aumento
(B). Também foi observada a superficie colonizada por C. albicans com 1000 x de aumento (C).
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Figura 29: Imagens da superficie da resina acrilica termopolimerizavel com rugosidade média de 3
um coberta com o polimento liquido Surface Coat apés 90 ciclos de desinfecgdo com hipoclorito de
sédio 1%. Foram observados campos da superficie ndo colonizada com 50 (A) e 1000 x de aumento
(B). Também foi observada a superficie colonizada por C. albicans com 1000 x de aumento (C).
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4.4 Grupos com rugosidade média de 0,3 ym

4.4 1 Analise quantitativa com solugao aquosa de Cristal Violeta

Na andlise quantitativa da formacédo de biofiime de C. albicans entre os
grupos de polimento mecanico com rugosidade média de 0,3 ym, foram observados
valores de média e desvio padrao entre 0,013 + 0,004 e 0,120 £ 0,093.

Comparando os grupos-controle nos diversos tempos avaliados nao foi
notada diferenca estatisticamente significante entre si.

Observando os grupos hipoclorito de sédio 1% nos diversos tempos
avaliados notou-se que houve diferenga estatisticamente significante entre o grupo
de 90 ciclos e os demais grupos.

Nos grupos-controle versus hipoclorito de sddio 1%, nos diversos tempos
avaliados, foi observada diferenga estatisticamente significante somente entre os

grupos de 90 ciclos (Tabela 6).

Tabela 6 - Média e desvio-padrao dos valores de absorbancia obtidos na formacido de
biofilme de C. albicans em cada solucdo, nos diferentes tempos avaliados, na superficie
polida mecanicamente com rugosidade média de 0,3 ym.

CICLOS CONTROLE (AGUA) HIPOCLORITO 1%
0 0,013 + 0,004%* 0,013 £+ 0,004%*
30 0,025 + 0,011?* 0,055 + 0,045%*
90 0,052 + 0,029%* 0,120 + 0,093

Letras minusculas iguais em cada coluna ou letras maiusculas iguais em cada linha indicam que nao
houve diferenga estatisticamente significante entre si.




Resultados 67

4.4.2 Analise qualitativa da camada superficial com MEV

A analise das superficies nado contaminadas da resina acrilica
termopolimerizavel com rugosidade média de 0,3 um, dos grupos controle negativo e
controle de 30 e 90 ciclos, demonstrou superficies predominantemente regulares e
com ranhuras superficiais ao aumento de 50 vezes. Em um aumento de 1000 vezes
as ranhuras superficiais foram evidenciadas com maior clareza, onde foi possivel
notar um aumento gradual e sutil da profundidade das ranhuras, a medida que
aumentaram o numero de ciclos. Na analise dos corpos de prova colonizados com
C. albicans, a maior parte dos campos percorridos demonstraram a presenca de

leveduras e hifas por toda superficie. (Figuras 15, 16 e 17).
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Figura 30: Imagens da superficie da resina acrilica termopolimerizavel com rugosidade média de 0,3
um do grupo controle negativo. Foram analisados campos com 50 x de aumento (A) e 1000 x de
aumento (B) da superficie ndo contaminada. Também foi observada a superficie colonizada por C.
albicans com 1000 x de aumento (C).
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Figura 31: Imagens da superficie da resina acrilica termopolimerizavel com rugosidade média de 0,3
um do grupo controle de 30 ciclos. Foram analisados campos com 50 x de aumento (A) e 1000 x de
aumento (B) da superficie ndo contaminada. Também foi observada a superficie colonizada por C.

albicans com 1000 x de aumento (C).
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Figura 32: Imagens da superficie da resina acrilica termopolimerizavel com rugosidade média de 0,3
um do grupo controle de 90 ciclos. Foram analisados campos com 50 x de aumento (A) e 1000 x de
aumento (B) da superficie ndo contaminada. Também foi observada a superficie colonizada por C.

albicans com 1000 x de aumento (C).
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A analise das superficies nado contaminadas da resina acrilica
termopolimerizavel com rugosidade média de 0,3 ym, dos grupos hipoclorito de
sédio 1% de 30 e 90 ciclos, demonstrou superficies predominantemente regulares e
com ranhuras superficiais ao aumento de 50 vezes. Em um aumento de 1000 vezes
as ranhuras superficiais foram evidenciadas com maior clareza, onde foi possivel
notar uma degradagao da camada superficial no grupo de 90 ciclos em relagdo ao
grupo de 30 ciclos. Na analise dos corpos de prova colonizados com C. albicans, a
maior parte dos campos percorridos demonstraram a presencga de leveduras e hifas
por toda superficie. (Figuras 18 e 19).

Comparando o grupo hipoclorito de sédio 1% de 30 ciclos com os grupos-
controle, foi possivel, de um modo geral, observar uma semelhancga entre o padrao e
profundidade das ranhuras. Entretanto, quando estes grupos foram comparados ao
grupo hipoclorito de sddio 1% de 90 ciclos, foi notéria uma maior degradagéo na

superficie deste ultimo, principalmente quando visto ao aumento de 1000 vezes.
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Figura 33: Imagens da superficie da resina acrilica termopolimerizavel com rugosidade média de 0,3
pum do grupo hipoclorito de sédio 1% ap6s 30 ciclos. Foram analisados campos com 50 x de aumento
(A) e 1000 x de aumento (B) da superficie ndo contaminada. Também foi observada a superficie
colonizada por C. albicans com 1000 x de aumento (C).
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Figura 34: Imagens da superficie da resina acrilica termopolimerizavel com rugosidade média de 0,3
pum do grupo hipoclorito de sédio 1% ap6s 90 ciclos. Foram analisados campos com 50 x de aumento
(A) e 1000 x de aumento (B) da superficie ndo contaminada. Também foi observada a superficie
colonizada por C. albicans com 1000 x de aumento (C).
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4.5 Grupos por mesmo numero de ciclos e solugdes testadas

4.5.1 Analise quantitativa do biofilme com solucdo aquosa de Cristal Violeta

Na andlise quantitativa da formacédo de biofiime de C. albicans entre os
grupos com os diversos tipos de tratamentos de superficies e tempos avaliados,
foram observados valores de média e desvio padrao entre 0,120 + 0,093 e 0,756 *
0,244.

Comparando os tipos de tratamentos de superficie avaliados dentro do
mesmo tempo e solugdes testadas nado pode-se notar diferenca estatisticamente
significante entre os grupos de 0,3 um e Biscover LV ou 3 pym e Surface Coat
quando comparados entre si. Porém quando comparados os grupos de 0,3 um e
Biscover LV aos grupos de 3 um e Surface Coat, estes apresentaram diferencga

estatisticamente significante (Tabela 7).

Tabela 7 - Média e desvio-padrao dos valores de absorbancia obtidos na formacido de
biofilme de C. albicans em cada grupo, nos diferentes tipos de tratamento de superficie,
solucdes e tempos avaliados.

0,3 um Biscover LV Surface Coat 3 um
0 0,013+0,004** 0,091 +0,048% 0,287 +0,124°® 0,420 + 0,218%
C30 0,025+0,011** 0,089 +0,069** 0,367 +0,136%°® 0,471 + 0,173%
H30 0,055 +0,045** 0,145+ 0,071®* 0,514 + 0,238"® 0,585 + 0,257%®
C90 0,052 +0,029** 0,174 +0,063"* 0,437 +0,193%°® 0,497 + 0,204%®
H90 0,120 +0,093** 0,186 + 0,066 0,643 + 0,209°® 0,756 + 0,244"®

C - Controle; H - Hipoclorito 1%; 0, 30, 90 - Numeros de ciclos. Letras minusculas iguais em cada
coluna ou letras maiusculas iguais em cada linha indicam que n&o houve diferenga estatisticamente
significante entre si.
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4.5.2 Analise qualitativa da integridade da camada superficial com MEV

Num aumento de 1000 vezes, a analise em MEV dos grupos controle
negativo e controle de 30 e de 90 ciclos, nos diversos tipos de tratamento de
superficie avaliados, revelou uma superficie regular e sem ranhuras para 0os grupos
tratados com polimento liquido, enquanto que ranhuras superficiais foram
observadas no grupo com polimento com rugosidade média de 0,3 um. No grupo de

polimento com rugosidade média de 3 um, ranhuras profundas puderam ser

observadas, apresentando uma superficie irregular e rugosa (Figuras 35, 36 e 37).

Figura 35: Imagens com 1000 x de aumento dos grupos controle negativo das superficies com
rugosidade média de 0,3 um (A), Biscover LV (B), Surface Coat (C), e rugosidade média de 3 um (D).

Figura 36: Imagens com 1000 x de aumento dos grupos controle de 30 ciclos das superficies com
rugosidade média de 0,3 um (A), Biscover LV (B), Surface Coat (C), e rugosidade média de 3 um (D).
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Figura 37: Imagens com 1000 x de aumento dos grupos controle de 90 ciclos das superficies com
rugosidade média de 0,3 um (A), Biscover LV (B), Surface Coat (C), e rugosidade média de 3 um (D).
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Num aumento de 1000 vezes, a anadlise em MEV dos grupos hipoclorito de
sédio 1% de 30 ciclos nos diversos tipos de tratamento de superficie avaliados
revelou uma superficie regular, com a presenga de pontos brancos para 0s grupos
tratados com polimento liquido, enquanto que ranhuras superficiais foram
observadas no grupo de polimento com rugosidade média de 0,3 um. A amostra do
grupo de polimento com rugosidade média de 3 um apresentou uma superficie
irregular e desorganizada, sendo discrepante a todas as outras (Figura 37).

Nos grupos de 90 ciclos, pudemos observar com mais evidéncia a agao do
hipoclorito de sédio 1% sobre a superficie dos corpos de prova. Foi notado uma
degradagdo das camadas de polimento liquido, principalmente na tratada com
Surface Coat. A amostra com rugosidade média de 0,3 um também apresentou
sinais de alteragcdo na estrutura das suas ranhuras. A amostra com rugosidade

média de 3 um apresentou uma superficie altamente irregular e desorganizada,

sendo discrepante a todas as outras (Figura 38).

.;,(“

1exu’ Riiese I < 1éum 0obadS 20KV %1,000

Figura 38: Imagens com 1000 x de aumento das superficies com rugosidade média de 0,3 um (A),
Biscover LV (B), Surface Coat (C), e rugosidade média de 3 ym (D) apos 30 ciclos de desinfecg¢ao
com hipoclorito de s6dio 1%.

Figura 39: Imagens com 1000 x de aumento das superficies com rugosidade média de 0,3 ym (A),
Biscover LV (B), Surface Coat (C), e rugosidade média de 3 ym (D) apos 90 ciclos de desinfecg¢ao
com hipoclorito de s6dio 1%.
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5 DISCUSSAO

5.1 Discussao do Materiais e Método

As tentativas de modificar as superficies de materiais poliméricos, em
especial a resina acrilica para confeccao de dentaduras, com o intuito de minimizar
ou eliminar a formacgao de biofilme é uma pratica antiga. Entretanto, sdo raros os
trabalhos na literatura que visaram modificar a superficie interna de proteses totais,
ja que a alteragdo dessa darea poderia causar desadaptacdo da protese ou
desconforto ao paciente.

Alguns trabalhos utilizaram sistemas de polimento liquido para esse fim,
obtendo sucesso quanto a adaptagédo e conforto (BUDTZ-JORGENSEN; KAABER,
1986; SESMA et al., 2005), porém foram vistos sinais de degradagado da camada do
produto em trés meses, acumulando uma quantidade aumentada de biofilme na
superficie degradada (SESMA et al., 2005). Observando os avangos nos ultimos
anos referentes a longevidade e efetividade dos compdsitos, apostamos no
surgimento de novos sistemas de polimento liquido que ainda ndo foram utilizados
em bases de proteses totais, mas que talvez pudessem ter superado tais problemas
até entdo encontrados. Além disso, de forma inédita propusemos avaliar o
comportamento dessas substancias frente a simulacdo de um protocolo de
desinfecgdo quimica, normalmente recomendados como complemento a limpeza
mecanica da protese (ABELSON, 1985; BUDTZ- JORGENSEN, 1979; CHAN et al.,
1991; DILLS et al., 1988; LOMBARDI; BUDTZ- JORGENSEN, 1993).

A modificacdo da superficie proporcionada pela camada de polimento
liquido, associada a implementagcao de um protocolo de desinfeccdo quimica seria
de grande valia para os usuarios de dentaduras, pois além de facilitar a remogéao
mecanica do biofime (BUDTZ-JORGENSEN; KAABER, 1986;), eliminaria
quimicamente os patégenos remanescentes, contribuindo para a manutengdo da
saude de idosos, pacientes especiais que tenham sua capacidade de atencéo e
atividade motora diminuidas e principalmente imunodeprimidos. (KLEIN et al., 1984;
GREENSPAN; GREENSPAN, 1987; SCHMID et al., 1992)
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Para o delineamento do trabalho, foram propostos grupos com diferentes
valores de rugosidade, ja que este, entre outros, € o principal fator modificador de
superficie dos sistemas de polimento liquido. O grupo de polimento mecanico com
rugosidade média de 0,3 serviu para observarmos o crescimento do biofilme frente a
uma rugosidade baixa, uma vez que o limiar de adesao microbiana é de 0,2 pym
(QUIRYNEN et al., 1990). Além disso, este grupo atuou como um parametro positivo
em relagéo a rugosidade dos grupos tratados com os sistemas de polimento liquido,
uma vez que este seria 0 comportamento ideal que as superficies tratadas deveriam
demonstrar, inclusive apds desinfeccdo com hipoclorito de sédio 1%.

Do mesmo modo, o grupo de polimento mecanico com rugosidade média de
3 um atuou como parametro negativo, uma vez que uma superficie de 3 ym é critica
para a colonizagdo microbiana, similar as superficies internas da proétese total. Esta
superficie serviu para demonstrar o crescimento de biofilme frente a uma rugosidade
elevada, sendo assim, poder-se-ia ter um valor do quanto de biofilme seria
indesejavel que uma superficie tivesse.

Avaliou-se também a capacidade dos sistemas de polimento liquido em
modificar a superficie e sua longevidade frente aos desafios propostos neste
trabalho, por isso, foi aplicada uma camada sobre a resina acrilica com rugosidade
meédia de 3 ym, uma maneira de simular a agao deste produto numa proétese total.

O hipoclorito de sédio 1% foi a solucao eleita para ser utilizada neste estudo
por ser amplamente utilizada na odontologia como desinfetante quimico, tendo
eficacia comprovada em relagédo a C. albicans e diversos microrganismos, sendo
frequentemente citada como a solugdo de escolha para este fim (FELTON et al.,
2011; VERES et al., 1985; PAVARINA et al., 2003). Além disso, foi demonstrado o
poder danoso desta solucéo sobre as superficies das resinas acrilicas para base de
dentadura, alterando suas caracteristicas (FALAH-TAFTI et al., 2008), sendo
pertinente investigar também seu efeito na camada de polimento liquido.

Os ciclos foram realizados com os corpos de prova imersos de forma
ininterrupta na solucdo quimica, método comumente observado em diversos
trabalhos, visando aumentar o estresse ao material (MA et al., 1999; ORSI;
ANDRADE, 2004; JIN et al., 2003). Por uma caréncia na literatura de estudos
relacionando os sistemas de polimento liquido a solugbes desinfetantes, decidiu-se
formar um grupo controle negativo que nao sofreria as agbes dessa solugéo e

grupos controle e experimentais de 30 e 90 ciclos, em que se pode notar e comparar
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o comportamento do hipoclorito de sédio 1% sobre as superficies dos corpos de
prova testados.

A imersao em saliva artificial teve como objetivo simular a influéncia da
pelicula adquirida salivar na adesao e formacao de biofilme. A saliva humana é um
fluido aquoso, transparente, composta por uma mistura complexa de substancias
organicas e inorganicas que sao secretadas pelas glandulas salivares diretamente
na cavidade bucal (LIMA et al., 2010). A composigdo e concentragdo dos
componentes salivares variam entre individuos, principalmente de acordo com o
método de obtengédo (estimulada ou n&o estimulada), dieta e horario de coleta, o que
faz com que resultados discordantes sejam reportados na literatura, ndo existindo
um consenso quanto a sua capacidade de interferir ou nao interferir na adeséo da C.
albicans (DODDS; JOHNSON; YEH, 2005; JIN et al., 2004; RADFORD et al., 1998;
SAMARANAYAKE; MACFARLANE, 1980).

Enquanto alguns autores concluem que a saliva humana aumenta a adeséao
de C. albicans a superficies acrilicas (MILLSAP et al., 1999; VASILAS et al., 1992)
devido a componentes como a mucina (DODDS; JOHNSON; YEH, 2005;
EDGERTON et al., 1993; NIKAWA; HAMADA, 1990; NIKAWA et al., 1993), outros
afirmam que a saliva diminui a adesao (BOSCH et al., 2003; MAZA et al., 2002;
MILLSAP et al., 1999; MOURA et al., 2006; NIKAWA et al., 1992; PEREIRA-CENCI
et al., 2007; SAMARANAYAKE; MACFARLANE, 1980; WATERS et al.,, 1997),
devido a componentes como lisozima. Tal falta de consenso e variagbes na
composi¢ao e concentragdo dos componentes salivares faz com que alguns autores
contra indiguem a utilizagdo de saliva humana para estudos in vitro (LEUNG;
DARVELL, 1996).

Para este estudo, uma saliva artificial foi escolhida em vez da saliva
humana, visando minimizar a influéncia das variagcbes interindividuais na
composi¢cdo e dosagem de proteina salivar. Diversos sdo os modelos de saliva
artificial propostos para simular a formacao de pelicula adquirida na colonizacdo de
microrganismos (GAL et al., 2001). Apesar de existirem férmulas baseadas em
componentes inorganicos (AYKENT et al., 2010), é sabido que o mecanismo de
adesdao ¢é determinado principalmente por moléculas orgénicas da saliva
(TEUGHELS et al., 2006). A féormula, proposta por Hahnel et al. (HAHNEL et al,,
2010), foi desenvolvida baseando-se em proteinas de maior relevancia na

composic¢ao salivar, em dosagem semelhante a encontrada na saliva total humana,
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sendo o modelo mais encontrado na literatura envolvendo colonizagdo de
microrganismos, incluindo C. albicans (HAHNEL et. al, 2008; HAHNEL et. al, 2010;
BUERGERS et. al, 2010).

Observa-se na literatura uma grande variagdo na concentragdo do inéculo
microbiano empregado em estudos similares, variando desde 10° (NIKAWA et al.,
1993) a 10® (SEGAL; LEHRMAN; DAYANta, 1988;), o que pode explicar
divergéncias entre alguns resultados encontrados, pois uma concentragéo
microbiana elevada pode favorecer uma contaminagdo mais intensa e extensa da
superficie do corpo de prova. Neste estudo foi selecionada a concentracdo de 10’
por ser a mais amplamente utilizada (CHANDRA et al., 2001; MINAGI et al., 1985;
NIKAWA; HAMADA, 1990; NIKAWA et al., 1992; RADFORD et al., 1998;
SAMARANAYAKE; MACFARLANE, 1980; WATERS et al., 1997).

A temperatura e tempo de incubacao para a fase de adesao selecionados foi
de 90 min a 37°C preconizada por Chandra et al. (CHANDRA et al., 2001). O
periodo de 24 h foi estabelecido para a formagao de biofilme, por ser o periodo
maximo em que normalmente as proteses totais sao utilizadas sem que o usuario
realize a sua higienizagao.

O método de coloragdo com solucdo aquosa de Cristal Violeta é reportado
como um método rapido, barato e simples para a quantificacdo de biofilme
(STEPANOQVIC et al 2000; PEETERS; NELIS; COENYE, 2008, LI et al., 2003 ).
Entretanto, sua técnica requer um rigoroso controle na padronizagdo das dimensodes
e rugosidade dos corpos de prova, uma vez que quando colonizados essas
caracteristicas irdo influenciar na quantidade de biofime formado e,
consequentemente, na quantidade de corante absorvido e liberado no processo de
descoloracgao.

Um dispositivo foi desenvolvido com o intuito de auxiliar no preparo das
amostras, através da modificacdo de um disco de resina acrilica passivel de ser
utilizado em politriz metalografica de polimento multiplos, para fixar os corpos de
prova ao invés de empregar cera pegajosa, método comumente utilizado. Ao fixar a
amostra com cera pegajosa, esta poderia modificar a superficie da resina acrilica,
influenciando na aderéncia da camada de polimento liquido ou na adesdo de
microrganismos. As adaptag¢des a peca, junto a instalacédo de uma placa de ago na
superficie do dispositivo ndo sé permitiu fixar o corpo de prova por pressao,

dispensando o uso de cera, como também ajudou a evitar que qualquer desgaste
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acidental ou excessivo fosse realizado, padronizando e preservando as dimensodes
e o paralelismo entre as faces, além de servir como base para verificar a rugosidade
e facilitar a aplicacdo dos sistemas de polimento liquido nos espécimes.

Além de padronizar as dimensdes e caracteristicas durante o preparo dos
corpos de prova, outro aspecto importante no processo de quantificagao do biofilme
€ o valor da concentracdo da solugdao aquosa de Cristal Violeta. Diversas
concentragbes sado sugeridas, entretanto, em um estudo, Peeters et al. (PEETERS;
NELIS; COENYE, 2008), testou diversas diluicdes a fim de determinar a
concentragdo 6tima deste corante para biofilmes de C. albicans (24 h), incluindo a
cepa SC 5314, chegando a conclusdo que o valor ideal é de 0,02%, valor este
também encontrado em outros estudos (PRANAB et al., 2005; YUSUKE et al., 2003)
e portanto, adotado neste trabalho. Uma concentragao inadequada causaria falhas
no processo de leitura do sobrenadante uma vez que poderia facilitar ou impedir a
transmissao de luz.

Quando dissolvido em agua ou alcool este corante apresenta uma cor azul-
violeta com um valor maximo de absorbancia de 590 nm e um coeficiente de
extingdo de 87.000 M cm™ (ADAMS; ROSENSTEIN,1914). Isso significa que
leituras realizadas com um comprimento de onda com um valor inferior a 590 nm
nao atingiriam todo o espectro da solugdo, podendo camuflar resultados. Neste
experimento utilizou-se um comprimento de onda de ligeiramente maior (595 nm),
por ser o filtro de leitura disponivel no equipamento utilizado com valor mais préoximo
ao ideal, estando de acordo com outros trabalhos na literatura (YUSUKE et al., 2003;
JIN et al., 2004).

De forma complementar, a analise dos corpos de prova em MEV teve como
intuito demonstrar, através da sua alta resolucdo, as alteragdes ocorridas na
superficies dos corpos de prova e o aspecto do biofilme formado em cada um dos
grupos avaliados. Com estas imagens pode-se relacionar as caracteristicas da
superficie do espécime com a quantidade de biofime quantificado, sendo
fundamental para elucidar alguns dados obtidos nos resultados.

Neste estudo, os biofilmes presentes nos corpos de prova que sofreram
colonizacdo foram fixados através de vapor de tetroxido de ésmio conforme
preconizado por Quattlebauum e outros autores (QUATTLEBAUM, 1980; KITAJIMA
e LEITE, 1997; ALVES et al., 2002), em vez da utilizagdo do método classico de

preparagao de amostras para MEV (fixagdo com uma solugédo de glutaraldeido 3%
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(V/V) preparada com 0,1 M de tampao cacodilato de sodio, pH 7,2 durante 24 h a
temperatura ambiente, antes da desidratagdo pelas solu¢des de etanol), devido a

sua simplicidade, conhecimento da técnica e uso na literatura.

5.2 Discussao dos Resultados

A modificagdo da superficie da resina acrilica através da aplicacdo dos
sistemas de polimento liquido utilizados conseguiu reduzir a rugosidade de 3,0 ym
para 0,3 um, valor também encontrado em outros trabalhos na literatura (DAVIDI et
al, 2008). Apesar deste valor estar acima do limiar de adesdo microbiana (0,2 pm)
(QUIRYNEN et al., 1990), ele € o mesmo encontrado nas superficies polidas de uma
protese total (QUIRYNEN et al, 1990; BUSSCHER et al., 1984). Além disso, a
reducao da rugosidade significou uma queda das médias de formagao de biofilme,
estando em concordancia com diversos estudos que associam a diminuicido da
rugosidade a um menor acumulo de microrganismos (ULUSOY et al., 1986;
QUIRYNEN et al., 1990; VERRAN e MARYAN, 1997; BOLLEN et al., 1997).

Apesar da grande influéncia da rugosidade, existem outros fatores
contribuintes no processo de adesao e formacao de biofilme, como a hidrofobicidade
e adsorcao de proteinas salivares ao substrato (MINAGI et al., 1985; NIKAWA et al.,
1993; RADFORD et al., 1998; SAMARANAYAKE et al.,1980; ZIZIS et al 2000;
DAVIDI et al, 2008). Analisando os grupos controle negativos nos diversos tipos de
superficie estudadas, pode-se notar que apesar de ter uma rugosidade baixa (0,3
pm), o Surface Coat apresentou quantidade de biofiime formado semelhante (ndo
houve diferenga estatisticamente significante) ao grupo rugoso (3,0 um).
Comparando as imagens em MEV das superficies tratadas com polimento liquido
(Biscover LV e Surface Coat), pode-se constatar que elas estavam integras e
regulares, tendo aspecto semelhante em ambos sistemas (Figura 35).

Estas informagdes nos permite supor que o Surface Coat aparentemente
sofreu uma maior adsor¢cao das proteinas contidas na saliva artificial, a Unica
solugdo que os grupos controle negativo foram expostos, influenciando na adeséao
de C. albicans, uma vez que este produto apresentou um elevado crescimento de
biofilme, com diferenca estatisticamente significante em relagdo ao Biscover LV e ao

polimento mecanico de 0,3 uym.
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O que justificaria tal discrepancia na formagao de biofilme entre os sistemas
de polimento liquido € a capacidade que o Biscover LV tem de inibir a adsorgao de
proteinas salivares, conforme constatado em um estudo utilizando eletroforese e
imunodetecgdo de proteinas realizado por Davidi et al. (DAVIDI et al, 2008).
Idealmente, seria interessante realizar um experimento semelhante com Surface
Coat para elucidar se ele também possui essa propriedade, entretanto, ndo foi
objetivo deste trabalho verificar a influéncia da adsor¢cédo de proteinas sobre os
sistemas de polimento liquido, podendo ser abordado em trabalhos futuros.

A imersdo em solucao de hipoclorito de sédio 1% por 30 ciclos, em todos os
tipos de superficies tratadas, ndo demonstrou diferenga estatisticamente significante
na formagao de biofilme quando comparado com seus respectivos grupos controle,
exceto para Surface Coat. Entretanto, nos grupos hipoclorito 1% de 90 ciclos, estes
tratamentos de superficie apresentaram diferenca estatisticamente significante em
relacdo aos seus respectivos controles, exceto para Biscover LV.

Apesar de ter sido observado na literatura um trabalho demonstrando que
nao ha diferenca estatistica entre o aumento da rugosidade na resina apés 7 dias de
imersédo continua em hipoclorito de sédio 1% (MA et al., 1999), De Rezende Pinto
(DE REZENDE PINTO, 2007), analisou o efeito de solugbes desinfetantes na
rugosidade superficial de resinas para base de dentadura, ndo observando diferencga
estatisticamente significante entre os 1°-30° ciclos de desinfec¢ao com hipoclorito de
sédio 1%, porém observando um aumento significante na rugosidade entre o 31°-90°
ciclos.

Tais resultados sao compativeis com o presente trabalho ao se associar as
alteragdes na rugosidade observadas a quantidade de biofiime formado,
principalmente se for considerado que a imersdo em solugbes promoveu a
degradacéao parcial da camada de polimento liquido (conforme observado em MEV),
expondo parte da camada subjacente, que foi polida com lixa de granulagéo
elevada, aumentando consideravelmente os valores de rugosidade superficial e
consequentemente de biofilme.

Os trabalhos na literatura com sistemas de polimento liquido sdo escassos e
nenhum envolve solugdes desinfetantes, o que dificulta a comparacao de resultados.
Porém, o que sugere a excegcdo de Biscover LV ao ndo demonstrar diferencga
estatistica entre seus grupos controle e experimental de 90 ciclos pode ser a sua

capacidade de resistir a acdo de substancias quimicas. Briso et al. (BRISO et al,,
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2011), em um estudo avaliando a erosdo sobre diversos materiais, deixaram
amostras de resina composta coberta com Biscover LV imersas ininterruptamente
em refrigerante e acido cloridrico por 5 semanas e comparou com o controle
negativo (ndo imersos) e controle-positivo (dgua destilada) e nédo foi observada
diferencga estatisticamente significante da rugosidade entre os grupos. Neste mesmo
estudo, avaliando as amostras de resina composta nao tratadas com Biscover LV,
percebeu-se um aumento das médias de rugosidade em todas as solugdes quimicas
imersas, havendo diferenga estatisticamente significante quando comparadas com
as que tiveram sua superficie tratada.

O inverso do que foi visto em Biscover LV parece ter acontecido com
Surface Coat. Os resultados obtidos do grupo hipoclorito de sddio 1% de 30 ciclos
tratados sugerem que este grupo € mais vulneravel a agdo do hipoclorito de sddio,
conforme observado nas imagens de MEV (Figuras 38 e 39) e constatado por um
crescimento de biofilme com quantidade semelhante ao grupo com rugosidade de
3,0 um.

O que pode explicar a divergéncia de resultados entre os sistemas de
polimento liquido é, além da quantidade de adsorcdo de proteina salivar, suas
composi¢des quimicas. Surface Coat, segundo seu fabricante, € composto de Metil
Metacrilato Estabilizado, um mondmero que ao ser polimerizado realiza ligagbes
cruzadas, que tem como vantagens o seu radical de reagao rapida a polimerizagao,
insipidez, translucidez e ser menos sensivel a inibicado por oxigénio. Porém, quando
em meio aquoso, sao vulneraveis a degradacao do grupo éster (VAN LANDUYT et
al. 2007).

O Biscover LV é composto de dipentaeritritol pentacrilato, um monémero que
tem uma estrutura molecular mais intrincada, com grupos funcionais altamente
polimerizaveis e de ligagbes cruzadas, o que o torna mais resistente a degradagao
(VAN LANDUYT et al. 2007). Além disso, a baixa viscosidade do Biscover LV
permite um melhor escoamento e penetragao profunda nas reentrancias rugosas, o
que corresponde a uma superficie aumentada de adesdao e melhor selamento
(BOTTENBERG; GRABER; LAMPERT, 1996).

Entretanto, em alguns momentos, as imagens em MEV demonstraram
pontos ou ranhuras nas superficies tratadas com polimento liquido, que parecem ser
provenientes da exposi¢cado das saliéncias da camada rugosa (3,0 um) subjacente

gue nao foi completamente selada. Essas imagens permitem questionar se ndo seria
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necessaria a aplicacdo de duas camadas, ao invés de uma, como recomendam 0s
fabricantes.

As superficies tratadas com polimento liquido que sofreram 90 ciclos de
desinfeccao com hipoclorito 1% apresentaram esses pontos com maior evidéncia,
principalmente com o Surface Coat, por isso, um maior acumulo de biofilme era
esperado. Apesar de também ter sofrido degradagéo, o Biscover LV apresentou uma
quantidade de biofiime compativel com a de uma superficie com polimento de 0,3
um.

Como pode ser notado, as imagens em MEV foram de grande importancia
neste estudo para associar os dados obtidos através da mensuracido da quantidade
de biofilme formado ao seu respectivo tipo de superficie, elucidando sua integridade
ou grau de degradagao, contribuindo para o esclarecimento de discrepancias
ocorridas entre a formagao de biofilme nos grupos controle negativo dos sistemas de
polimento liquido.

Nas fotografias das superficies que foram contaminadas, foi constatado que
apesar de demonstrar o grau de colonizacéo e estagio de desenvolvimento de C.
albicans, seria impossivel propor uma quantificacdo de biofilme e diferenciagao dos
grupos devido a grande semelhanga destas imagens.

Dentro das limitagbes inerentes ao envolvimento com estruturas bioldgicas,
algumas sugestdes e ou inferéncias podem ser feitas, havendo ainda a necessidade
de se pesquisar com maior profundidade e mesmo buscar elucidar questdes
referentes a longevidade das camadas de polimento liquido frente aos desafios
quimicos, seu comportamento em meio umido e os mecanismos de adeséo de C.

albicans a esse substrato.
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6 CONCLUSOES

De acordo com a metodologia empregada neste trabalho, pode-se concluir

que:

A analise em MEV dos corpos de prova colonizados demostrou a
presenca de C. albicans na superficie do corpo de prova sob a forma de

leveduras e hifas em todos os grupos.

A analise em MEV dos corpos de prova ndo colonizados demostrou uma
degradagao progressiva em todos os tipos de tratamento de superficie a
medida que os numeros de ciclos e os desafios quimicos eram

aumentados.

O grupo Biscover LV apresentou uma quantidade de biofilme formada
compativel com uma superficie lisa (0,3 um), enquanto que Surface Coat
apresentou quantidade de biofilme formada compativel com a superficie

rugosa (3,0 um).
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