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Marra J. Atividade antimicrobiana de uma resina acrilica para base protética
combinada a um polimero antimicrobiano sobre a formacao de biofilme [Tese de

Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2011.

Resumo

Por ser considerada um ambiente propicio para proliferacdo de
microrganismos bucais e formacao de biofilme, possibilitando o aparecimento de
estomatite protética, a adicdo de um polimero com agdo antimicrobiana a resina
acrilica poderia favorecer a satde bucal do paciente edentado e torna-la menos
suscetivel a formacdo de biofilmes. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar a atividade antimicrobiana de uma resina acrilica termopolimerizavel para
base protética combinada ao polimero antimicrobiano poli(2 tert-butilaminoetil)
metacrilato (PTBAEMA) sobre formacdo de biofilme de Staphyloccocus aureus,
Streptococcus mutans e Candida albicans. Trinta espécimes de formato circular
foram confeccionados a partir da resina acrilica termopolimerizavel (Lucitone
550) e divididos em trés grupos de acordo com as diferentes concentragcOes de
PTBAEMA 0, 10 e 25%. Os espécimes foram inoculados e incubados a 37°C por
48h. Apds esse periodo, cada espécimes foi transferido para tubos contendo
solugdo salina. Em seguida, foram realizadas diluigOes seriadas da suspensao
resultante e aliquotas dessas diluicBes foram semeados em placas de Petri e
incubadas a 37°C por 48h. Os dados obtidos foram transformados em
log(UFC+1)/ml e analisados pelos testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis

(0=0,05). Os resultados demonstraram que o grupo contendo 25% de PTBAEMA



inibiu completamente a formagéo de biofilme de S. aureus e S. mutans. Uma
reducdo significativa na contagem de log(UFC+1)ml de S. aureus (P=0,001) e S.
mutans (P=0,001) para o grupo contendo 10% de PTBAEMA foi observada
guando comparada aos valores encontrados nos respectivos grupos controle. Para
C. albicans ndo foi encontrada diferenca significante entre grupos contendo
PTBAEMA e o grupo controle (P=0,079). Conclui-se que a resina acrilica
Lucitone 550 contendo 10% e 25% de PTBAEMA apresentaram,
respectivamente, um efeito bacteriostatico e bactericida na formacgédo de biofilme
de S. aureus e S. mutans. Entretanto ndo teve efeito significante na formacéo de

biofilme de C. albicans.

Palavras-chave: Resinas acrilicas; Biofilmes; Estomatite sob Protese; Agentes

antibacterianos; Materiais dentarios.



Marra J. Antimicrobial activity of a denture base acrylic resin combined with a
biocide polymer on biofilm formation [Tese de Doutorado]. Araraquara:

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2011.

Abstract

Denture base acrylic resins have been shown to be reservoirs for
microorganisms and are a potential to support the formation of biofilm, which
may result in the development of denture stomatitis. Thus, the addition of a
polymer with antimicrobial activity to the acrylic resin could inhibit biofilm
growth on denture base. The aim of this study was to evaluate the antimicrobial
activity of an acrylic resin combined with antimicrobial polymer poly (2-tert-
butylaminoethyl) methacrylate (PTBAEMA) to inhibit biofilm formation of three
species of microorganisms (Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans and
Candida albicans). Thirty discs of a heat-polymerized acrylic resin (Lucitone
550) were produced and divided into three groups, according to the concentration
of PTBAEMA: 0% (control), 10% and 25%. The specimens were individually
inoculated with appropriate media containing one of the tested microorganisms
and incubated for 37°C for 48h under aerobic or anaerobic conditions. After
incubation, each specimen was transferred to sterile tube containing sterile
distilled water. Replicate aliquots of resultant suspensions were plated at dilutions
for 48h at 37°C. After incubation, the mean microbial counts were expressed as
log (CFU + 1)/mL and analyzed statistically with a=.05. The results showed that

the group containing 25% of PTBAEMA completely inhibited biofilm formation



of S. aureus and S. mutans. A significant reduction in count of log (CFU +1) ml of
S. aureus (P=0.001) and S. mutans (P=0.001) was observed for the group
containing 10% PTBAEMA when compared to respective control groups. For C.
albicans, differences were not significant between groups containing PTBAEMA
and control group (P=0.079). It was concluded that 10% and 25% of PTBAEMA
showed, respectively, a bacteriostatic and bactericidal effect in biofilm formation
of S. aureus and S. mutans. However, had no significant effect on biofilm

formation of C. albicans.

Keywords: Acrylic resins; Biofilms; Denture stomatitis; Anti-bacterial agents;

Dental materials.
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Introdugéo

O decréscimo das taxas de mortalidade, associado as melhorias nas
condicBes de saneamento basico, aos progressos tecnoldgicos e aos avangos dos
estudos no campo da saude propiciaram em uma participacdo cada vez mais
significativa dos 1idosos na populagdo, resultando num processo de
envelhecimento populacional rapido e intenso®™.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a projecdo para
2025 é de que a proporcao de idosos no Brasil esteja em torno de 15%, o que
implicard na necessidade de uma série de decisdes em termos politicos e
principalmente relacionadas a satde™.

Na odontologia, medidas preventivas culminaram em um declinio de
dentes perdidos em individuos adultos, entretanto o nimero de edentados ainda é
expressivo. Um levantamento das condi¢fes de salde bucal da populacéo
brasileira, realizado em 2000, mostrou que 56,0% e 32,4% dos idosos
necessitavam de proteses inferior e superior, respectivamente, sendo a protese
total a que apresentava maior necessidade, entre os procedimentos de reabilitagéo
oral®.

Apesar do tratamento com proteses totais convencionais ainda ser o
meio mais comum de tratamento de pacientes desdentados totais**, essas préteses
podem alterar a microbiota bucal, acarretando em uma proliferacdo de
microrganismos potencialmente patogénicos e proporcionar um meio favoravel ao

desenvolvimento de infeccBes'’. A presenca de rugosidades e poros superficiais

na base protética de resina acrilica favorecem a proliferacdo e sobrevivéncia de
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microrganismos bucais e formacdo de biofilme microbiano®®,

Apesar da
Candida albicans ser a espécie mais comumente isolada da mucosa palatina e da
superficie protética, outras sdo frequentemente encontradas, como C. glabrata, C.
tropicalis, C. krusei e C. dubliniensis, além de bactérias como Streptococcus
mutans e Streptococcus sanguis e eventualmente espécies extra-orais tal como
Staphylococcus ~ spp., Pseudomonas spp. ou Enterobacteriaceae®*”
32,56,65,69,74,75,81,83.

A colonizacdo de microrganismos nas superficies das prdteses pode
induzir uma resposta inflamatdria crénica, caracterizada pela presenca de area
eritematosa na mucosa bucal que mantém contato com a prétese, denominada
estomatite protética®%*>#8 -Esse processo patoldgico é considerado como uma das
lesdes bucais mais comumente observadas na cavidade oral e afeta uma grande
porcentagem dos usuérios de préteses removiveis*°9%,

Embora a etiologia da estomatite protética seja considerada
multifatorial, a infeccdo por Candida spp., especialmente Candida albicans, é

7,24,26

considerada o principal fator etioldgico Idade, género, deficiéncias

nutricionais, antibidticos de amplo espectro, imunossupressores e alteracbes no
mecanismo imunolégico também s&o considerados como fatores etiologicos dessa

30,85

patologia® ™. Fatores locais associados a protese como pobre higiene bucal,

trauma local causado pela protese, uso continuo da protese e alteracGes no pH da
saliva também sdo predominantes no desenvolvimento da estomatite protética®.

Os tratamentos direcionados a estomatite protética sdo variados,

podendo incluir terapia antifungica tdpica, medicacdo antifungica sistémica,
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cuidados com a higiene bucal, procedimentos de limpeza e desinfecgédo das
proteses, reparo ou substituicdo das proteses?®°%®8, Entretanto, os medicamentos
topicos sdo facilmente eliminados pela saliva e pela movimentacdo da lingua,
fazendo com que este tipo de tratamento seja prolongado®**°. J4 a utilizagdo dos
medicamentos antifingicos sistémicos apresentam como desvantagem a
resisténcia das espécies e o fato de ndo erradicarem 0s microrganismos que
colonizam a prétese, tornando a recorréncia da infeccéo frequente®®’?. Estes fatos
sugerem, entdo, que o tratamento da estomatite protética, deva ser direcionado
primariamente a protese, uma vez que as col6nias de Candida spp. e bactérias
presentes na superficie da resina acrilica podem causar reinfec¢cdo da mucosa do
paciente®**2.

Entre os diversos métodos de limpeza e desinfec¢do das proteses, a
escovacdo associada a algum tipo de detergente, sabdo ou dentifricio é o método
mecanico-quimico mais utilizado pelos usuérios de préteses**?. No entanto, uma
avaliacdo do nivel de higiene das préteses de pacientes idosos revelou que 82%
deles eram incapazes de realizar uma adequada limpeza das suas proteses®’.1sso
normalmente estd associado a capacidade visual reduzida e destreza manual
limitada, o que resulta em uma higienizacdo menos eficiente®.

Uma alternativa comumente utilizada na desinfeccdo de préteses € a
sua imersdo em solugdes quimicas, como glutaraldeido a 2%, hipoclorito de sédio,
dioxido de cloro, iod6foro, &lcool e clorexidina**°. Entretanto, essas solucdes
apresentam algumas desvantagens, como corrosdo dos componentes metéalicos e

descoloracdo da resina acrilica ap6s imersdo em hipoclorito de sodio, reducdo da
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resisténcia a flexdo apos imersdao em alcool, a baixa efetividade antimicrobiana
dos ioddforos e 0 manchamento das bases protéticas de resina acrilica pela
utilizac&o de solucdes a base de clorexidina®!0%%23°463,

Na tentativa de reduzir ou evitar a proliferacdo de microrganismos na
superficie das proteses, diversos autores investigaram a incorporacdo de agentes
antimicrobianos como nistatina, miconazol, fluconazol, itraconazol, clorexidina,
triclosan, zeolito de prata e zinco e dioxido de titdnio em reembasadores
temporarios, condicionadores de tecido e em resinas
acrilicas'®192027,28:4355.67.18.8687.89 Entratanto, uma vez que o efeito antimicrobiano
desses materiais se dé pela liberagdo gradual dos compostos® alguns estudos tém
demonstrado que esses agentes perdem as propriedades antimicrobianas com o
tempo, podem levar a efeitos toxicos na mucosa do paciente, bem como aumentar
a deterioracdo do material®®.

Como alternativa, alguns estudos tém buscado uma reducdo na
suscetibilidade de polimeros odontoldgicos a adesdo microbiana, através do

91-93

tratamento superficial com plasma®®, vernizes™® e ainda pela incorporacéo de

zedlitos antimicrobianos'®*®*° diéxido de titanio (TiO2)*"®, nanoparticulas de

prata®®°.

Apesar destas tentavivas terem se mostrado promissoras no
desenvolvimento de biomateriais que promovam a diminui¢do da adesdo de
microrganismos, grande parte dos compostos incorporados também sdo liberados
com o passar do tempo, levando a perda das propriedades antimicrobianas do
material e ainda podem afetar negativamente as propriedades fisicas e mecanicas

do polimero®®*,
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Diante disso, alguns autores buscaram desenvolver polimeros

odontolégicos com propriedades antimicrobianas sem depender da liberagdo de

I 36 I 64,65

agentes. Imazato et al.”” e Pesci-Bardon et a incorporaram compostos de
amonio quaternario, em que ocorre uma ligagdo quimica covalente com polimero
odontolégico, tornando-os fortemente integrados e sua ac¢ao se da pelo contato dos
microrganismos com o biocida, e ndo pela liberacio dos seus componentes®.

De maneira semelhante, pode-se destacar o polimero antimicrobiano
poli(2 tert-butilaminoetil) metacrilato (FTABEMA) que se caracteriza como uma
substancia policationica e atua na permeabilidade da membrana celular causando
substancial dano a essa membrana e com isso resultando na morte do

microrganismo>*%,

Por apresentar baixa toxicidade e ndo causar resisténcia
bacteriana, esta substancia vem sendo incorporada a tubos de polietileno, bem
como a ago inoxidavel com intuito de eliminar ou reduzir a aderéncia de
microrganismos nas superficies desses materiais e resultados promissores tém
sido observados®’’. Este polimero apresenta grupos amina livres em uma das
extremidades da sua cadeia polimérica que lhe conferem uma alta atividade

antimicrobiana®"®8,

Dessa forma, o mero contato do microrganismo com a
superficie contendo esta substancia é suficiente para promover um efeito
biocida’’.

Com intuito de desenvolver uma alternativa viavel para reduzir ou
impedir o crescimento de microrganismos na superficie da prétese e possibilitar

melhorias na qualidade de vida de usuarios de préteses removiveis, 0 objetivo

deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de uma resina acrilica
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termopolimerizavel para base protética combinada ao polimero antimicrobiano
poli(2 tert-butilaminoetil) metacrilato sobre a formacdo, in vitro, de biofilme de

espécies comumente associadas a estomatite protética.
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Revisao da literatura

Em 1983, Lamb, Martin* avaliaram, in vitro e in vivo, se a difusio da
clorexidina de uma resina acrilica autopolimerizavel seria suficiente para prevenir
ou inibir candidose na mucosa palatina. No teste in vitro, 0s grupos experimentais
foram obtidos com concentragdes de 2,5; 5,0; 7,5 e 10% de acetato de clorexidina.
Apo6s a confeccdo, os espécimes foram imersos em agua e periodicamente
transferidos para recipentes contendo &gua. Para avaliar a acdo fungicida, a &gua
contendo clorexidina liberada de cada periodo foi introduzida em orificios de
placa de Petri previamente inoculada com C. albicans. Ap6s um periodo de
incubacdo por 72 horas a 30°C, foram mensurados os halos de inibi¢do formados.
Observou-se que na terceira semana de teste, apenas 0s grupos com concentragdo
de 7,5% e 10% de acetato de clorexidina mantiveram atividade antifungica. Para o
teste in vivo, a partir da concentracdo de 7,5% foram confeccionadas placas e
instaladas no palato de ratos Wistar nos quais foi induzido o desenvolvimento de
candidose. Apos sacrificios dos animais, a avaliagdo dos tecidos palatinos dos
ratos demonstrou que a presenca da clorexidina na placa preveniu a formacéo de
biofilme bem como manteve integro o epitélio. Entretanto, animais com placas
sem clorexidina apresentaram epitélio palatino hiperplésico infiltrado com células

inflamatorias e com penetracdo de hifas fangicas em sua superficie.
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El-Charkawi et al.?®, em 1994, avaliaram a atividade antimicrobiana, as
propriedades mecénicas e a composi¢do quimica de trés materiais reembasadores
(Acrostone, Raplon e Ufi-gel) apds a incorporacdo de dois agentes
antimicrobianos (nistatina e polinoxilina). Os resultados obtidos demonstraram
que a adicdo de nistatina nas concentracdes de 3%, 5% e 10% apresentou efeito
antimicrobiano contra Candida albicans por 4, 16 e 32 semanas respectivamente,
sendo a duracdo do efeito antimicrobiano diretamente proporcional a concentracéo
de nistatina. As propriedades mecénicas avaliadas como tensdo de tracdo, de
compresséo e de cisalhamento ndo foram afetadas pela incorporagéo de nistatina.
Entretanto, a incorporacdo de polinoxilina apresentou efeito antimicrobiano
apenas em altas concentrac¢fes 40%, 50% e 60% por um curto periodo de tempo 6,
8 e 28 dias, respectivamente, e demonstrou efeitos deletérios as propriedades
mecéanicas avaliadas. Por meio de espectroscopia de infravermelho, observou-se
que ndo houve interagdo quimica entre os materiais reembasadores e 0s agentes
antimicrobianos testados. Concluiram por fim, a importancia de selecionar agentes
antimicrobianos que ao serem incorporados aos materiais reembasadores nao

comprometam as suas propriedades mecanicas.

Ainda em 1994, Truhlar et al.*® avaliaram a atividade antiftingica de
dois materiais reembasadores (Visco-gel e Lynal) contendo diferentes
concentragdes de nistatina (0 U, 100.000 U, 300.000 U, 500.000 U e 1.000.000 U)
por um periodo de 14 dias em ambiente aquoso e ndo aquoso. Os resultados

demonstraram que o reembasador Visco-gel contento nistatina exibiu maior
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atividade fungicida quando comparado ao Lynal contendo nistatina. Os
reeembasadores contendo nistatina apresentaram uma répida reducdo da atividade
antifngica entre os dias 0 e 2, seguida de um platd em que foram gradativamente
reduzindo a atividade antifingica. Para manter um adequado nivel de atividade
antifungica em meio aquoso a quantidade necesséria de nistatina observada foi de
1.000.000 U. Os reeembasadores demonstraram uma reducdo na atividade

antifungica proporcional ao tempo de exposi¢do a gua.

Imazato et al.*, em 1994, investigaram a atividade antimicrobiana do
mondmero brometo de metacriloiloxidodecilpiridinio (MDPB) incorporado a uma
compdsito odontoldgico, a liberacdo dos seus componentes antimicrobianos e a
influéncia nas propriedades mecénicas. A concentracao inibitéria minima (CIM)
do monémero frente a diversas espécies do género Streptococcus foi determinada
através de diluicGes seriadas, sendo encontrado para o S. mutans o valor de 15,6
ug/ml, semelhante ao triclosan (15,6 pg/ml). Através do teste de difusdo em disco
utilizando espécimes contendo 0 (controle), 0,1 e 0,2% de MDPB para avaliar o
efeito inibitorio contra o crescimento de S. mutans observou-se a auséncia de
formagdo de halos de inibigdo. Entretanto, o crescimento bacteriano sob o0s
espécimes foi inibido nos grupos teste, sendo maior no grupo 0,2%. O acimulo de
biofilme nos espécimes contendo o MDPB apresentou menores valores quando
comparados ao grupo controle. Por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), observou-se que apds imersdo dos espécimes em agua, etanol

100% e n- heptano por 1, 7, 30, 60 e 90 dias, ndo houve liberacdo de MDPB né&o
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polimerizado em nenhum dos tempos analisados. N&o houve diferenca
significante entre o controle e os espécimes contendo 0 mondmero com relagao as
propriedades mecénicas avaliadas através de testes de forca compressiva, tensdes
diametral e flexural apds 1, 30, 60 e 90 dias de imersdo em agua, bem como o
modulo flexural. Houve diferenca significativa no modulo flexural para o grupo

0,2% apos 1 e 30 dias, que apresentou maiores valores em relagdo ao controle.

Em 1997, Nikawa et al.>® incorporaram zedlito de prata (Zeomic® AJ-
10D) a dois condicionadores teciduais (GC Soft Liner e Coe Comfort) nas
concentragbes de 0%, 1%, 2%, 3%, 4% e 5% e avaliaram a atividade
antimicrobiana e a dureza desses materiais modificados. Os resultados obtidos
demonstraram que o efeito inibitério do crescimento de Candida albicans foi
dose-dependente, uma vez que os melhores resultados foram obtidos para o grupo
com concentracdo de zedlito de prata de 5%. A propriedade fisica avaliada ndo
apresentou diferenga significante entre os grupos controle e aqueles que
continham as diferentes concentracdes de zeolito de prata. Os autores concluiram
que a adicdo de zedlito de prata a condicionadores teciduais poderia auxiliar no

controle do acimulo de placa bacteriana frequentemente observados nas proteses.

Também em 1997, Matsuura et al.** pesquisaram o efeito
antimicrobiano de materiais reembasadores ap0s a incorporacdo de zedlito de
prata (Zeomic® AJ10N). Cinco condicionadores de tecido foram selecionados

(Visco-gel, GC Soft-Liner, Fitt, SR-Ivoseal e Shofu Tissue Conditioner) e 2% de
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zedlito de prata foram incorporados em relagdo ao po destes materiais. Foram
confeccionadas amostras de 10 x 10 x 2,5 mm de tamanho, divididas em amostras
contendo zedlito de prata e amostras sem zedlito de prata (controle). O efeito
antimicrobiano dessas duas amostras foi avaliado de acordo com a porcentagem
de células viaveis (UFC), em suspensao microbiana com ou sem imersdo em
saliva artificial por quatro semanas. O limite que caracterizava o efeito
antimicrobiano foi determinado em 0,1% de células viaveis. Por meio dos
resultados obtidos, os autores concluiram que os materiais reembasadores que
continham Zeomic® AJ1ON apresentaram efeito antimicrobiano sobre C.
albicans, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa por até quatro
semanas.

Chow et al.?°

(1999) incorporaram diferentes antifingicos (nistatina,
fluconazol e itraconazol) em trés condicionadores de tecido e investigaram o
método de liberacdo destas substancias. ApoOs a incorporacdo das drogas nas
concentragles 1, 3, 5, 7, 9 e 1l % nos condicionadores de tecido, estes foram
introduzidos em orificios realizados em placas de Petri previamente inoculadas
com C. albicans. Apos incubacéo por diferentes periodos de tempo, realizou-se a
mensuragdo do halo de inibigdo formado. Os resultados demonstraram que 0s
orificios contendo apenas condicionadores de tecido sem incorporacdo de
antifingicos ndo demonstraram inibicdo efetiva do crescimento dos

microrganismos. O pico de atividade dos antifungicos se deu entre 65 e 89 horas,

seguida de um platé. O itraconazol apresentou maior atividade fungicida que o
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fluconazol, enquanto que a nistatina apresentou a menor atividade. A
concentracdo mais efetiva para quase todas as combinacdes foi de 5%. Os autores
concluiram que para o tratamento da estomatite protética recomenda-se a
combinacgdo de itraconazol a 5% com Coe Soft ou Fitt e devido ao pico da
atividade antifungica ser de trés dias, sugere-se a substituicdo deste material o

mais breve apos este periodo.

Lefebvre et al.** em 2001, investigaram o efeito antimicrobiano e a
citotoxicidade de espécimes de um material reembasador resiliente com a adicéo
de um composto que continha triclosan. Espécimes circulares (5 x 1 mm) foram
confeccionados e divididos em grupos com e sem a incorporacdo de Microban.
Para avaliacdo da citotoxicidade, fibroblastos de ratos foram devidamente
cultivados, distribuidos em pogos de microplacas, onde foram posicionados 0s
espécimes. Foi medida a atividade da desidrogenase succinica por meio do teste
colorimétrico MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina),
que reflete a atividade mitocondrial e a produgdo energética celular. Para
determinar o efeito do Microban no crescimento de C. albicans, espécimes foram
colocados em placas e imersos por uma solucdo contendo cepas de C. albicans e
incubados a 37°C por 48 horas. Os espécimes foram lavados para remoc¢do das
células fracamente aderidas, em seguida agitados por 5 minutos em ultra-som para
remoc¢do dos microrganismos na superficie. Dilui¢des seriadas foram realizadas,
semeadas a 37°C por 24 horas e 0 nimero de colbnias contado. Os resultados

demonstraram né&o que ndo houve diferenga significante entre o PermaSoft sem
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Microban e PermaSoft com Microban. Concluiu-se que a adi¢do de Microban na
concentracdo 1/80 n&o alterou a citotoxicidade, mas também ndo reduziu a adeséo

de Candida albicans na superficie do material testado.

Park et al.®?, em 2003, incorporaram &cido metacrilico a uma resina
acrilica para base protética e avaliaram a hipdtese de que essa superficie carregada
de cargas negativas reduziria a adesdo de C. albicans. O acido metacrilico foi
incorporado nas concentragdes de 0%, 5%, 10% e 20% em substituicdo ao
mondmero metilmetacrilato (MMA) da resina acrilica. Os espécimes contendo as
diferentes concentracdes de acido metacrilico foram colocados em suspensfes
contendo C. albicans e as células aderidas foram coradas com cristal violeta. A
superficie total de C. albicans aderidas foi examinada atraveés de imagem do
computador com aumento de 25 x. A porcentagem de area de superficie de C.
albicans aderida foi calculada e comparada ao grupo controle. Os resultados
demonstraram que quanto maior a proporcao de &cido metacrilico incorporado a
resina acrilica, menor a quantidade de C. albicans aderida. Segundo os autores,
esses resultados reforcam o papel da interagdo eletrostatica na adeséo, e apresenta
um metodo eficaz de reduzir a adesdo de C. albicans nas superficies de PMMA

através da alteracdo da carga de superficie de biomateriais poliméricos.

Em 2004, Pesci-Bardon et al.** desenvolveram um protocolo para
avaliar as propriedades anti-sépticas de um composto a base de aménio

quaternario polimerizado a uma resina acrilica utilizada para base de protese.
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Discos de resina acrilica foram confeccionados contendo composto a base de
amonio quaternario Poly 202063A nas proporcdes de 0% (controle), 2, 5, 10, 20,
30, 40 e 50% em relagdo ao polimero da resina acrilica. As propriedades anti-
sépticas foram testados contra cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Candida albicans, utilizando trés condigdes diferentes (teste A, B e C). No teste
A, os discos de resina foram inicialmente embebidos em grandes volumes da
suspensdo microbiana. Em seguida, um protocolo de dialise original foi entdo
desenvolvido de maneira que pequenos volumes da suspensdo microbiana
simulavam o biofilme protético. No teste B, discos e suspensdo microbiana foram
introduzidos em recipiente e dialisados contra solugdo tampé&o estéril. E no teste
C, discos e solucdo tampdo estéril foram introduzidos em recipiente e dialisados
contra suspensao microbiana. Um efeito bactericida foi observado contra E. coli e
S. aureus (<0,1% de células viaveis na suspensao bacteriana inicial). Um efeito
fungistatica dose-dependente foi observado contra C. albicans. Concluiu-se que o
protocolo apresentado mostrou que o composto de amonio quaternario
permaneceu eficaz apos a polimerizacdo da resina acrilica para base de protese a
resina acrilica e demonstrou propriedades bactericidas e fungistaticas na
concentracdo de 2%, que poderia possibilitar a obtencdo de préteses removiveis

com propriedades anti-sépticas intrinsecas.

Em 2005, Yildirim et al.”* investigaram se o tratamento da superficie
da resina acrilica com descarga de plasma aumentaria a adesdo de C. albicans,

uma vez que esta técnica melhora o molhamento da superficie. Foram
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confeccionados espécimes em resina acrilica e divididos em trés grupos: controle
(superficie sem modificacdo), grupo exposto a descarga de plasma em O, a uma
atmosfera de 50 w (0,50) e grupo exposto a descarga de plasma em O, a uma
atmosfera de 100 w (0,100). Em cada grupo foi medido o angulo de contato antes
dos espécimes serem imersos em saliva, e apOs contato com a saliva. A adesédo de
C. albicans foi avaliada por microscopia eletronica de varreduraap6s incubagéo a
37°C por 2 horas. Observou-se maior molhabilidade, caracterizada por um menor
angulo de contato para o grupo 0,100. Os espécimes com superficies sem
modificacdo apresentaram menor adesdo de C. albicans quando comparados
aqueles tratados com plasma. Conclui-se que o aumento da molhabilidade da
superficie de resinas acrilicas por descarga de plasma em O, aumentou a adesao
de C. albicans.

Pesci-Bardon et al.®®

(2006) determinaram a porcentagem de um
composto contendo aménio quaternario polimerizado a resina acrilica necessaria
para se obter propriedades anti-sépticas. Discos de resina acrilica foram
confeccionados contendo o composto de amonio quaternario nas concentracdes de
0%, 2%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50%. ApoOs polimerizacdo, os discos de
resina foram esterilizados e armazenados em saliva artificial por 4 semanas para
liberagdo do mondmero residual. Foram realizados experimentos com suspensao
de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida

albicans. Os dados foram coletados e o nimero de unidades formadoras de

colbnia (UFC) foi determinado. O limite que caracterizava o efeito antimicrobiano
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foi determinado em 0,1% de células viaveis. Os resultados demonstraram que 0s
espécimes de resina contendo 2% do composto de amodnio quaternario
apresentaram efeito bactericida para S. aureus e E.coli e para P. aeruginosa a
partir de 10%. Observou-se que somente os discos de resina acrilica contendo
50% do composto de amdnio quaternario apresentaram efeito fungincida contra C.
albicans. Conclui-se que 2% do composto de amdnio quaternario polimerizados
com uma resina acrilica exibiu propriedades anti-sépticas, apos 4 semanas de
periodo de imersdo em saliva artificial, o que poderia melhorar a saide oral dos

pacientes geriatricos.

Também em 2006, Taweechaisupapong et al.** determinaram os
efeitos de véarias concentragdes do extrato de Streblus asper (SAE), uma planta
medicinal, na inibicdo da adesdo de Candida albicans na superficie de resina
acrilica. A adesdo de Candida albicans na superficie da resina acrilica foi
determinada apds a exposi¢do ao SAE por 1, 15, 30, 60, 120 e 180 min e analisada
pelo método colorimétrico com sal de tetrazdlio 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-
sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida (XTT). Os resultados desse estudo
demonstram uma reducdo significativa na adesdo de Candida ap6s 1min de
exposicdo para concentracdo de 62.5mg/ml de SAE. Conclui-se que a exposi¢ao
de Candida albicans a concentra¢des de SAE reduziu a capacidade de adesdo das
leveduras na superficie da resina acrilica, possibilitando a prevencdo da esto

estomatite protética.
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Thein et al.®

(2006) avaliaram, o efeito de oito espécies de bactérias
aerdbias e anaerdbias presentes na cavidade bucal sobre a formacéo do biofilme
de C. albicans. Foram preparadas suspensdes de contendo as diferentes espécies
formadoras de biofilme e realizado um protocolo de formacdo do biofilme
interagindo com a C. albicans. Em seguida, quantificou-se o nimero de células
viaveis e avaliou a formac&o de biofilme por microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Os resultados encontrados mostraram culturas com as maiores
concentragOes de cada uma das bactérias resultaram em uma redugdo consistente
na contagem de leveduras. O biofilme foi reduzido na presenca de maior
concentracdo de E. coli, entretanto ndo foi influenciado pelos Streptococcus.
Conclui-se que, de maneira quantitativa e qualitativa, as bactérias modulam a

formagdo de biofilme C. albicans em ambientes mistos de espécies como a

cavidade oral.

Lenoir et al.**, em 2006, incorporaram o biocida poli (2-tert-
butilaminoetil) metacrilato (PTBAEMA) a um polietileno de baixa densidade
(LDPE), através de um processo convencional de transformacdo de polimeros
(extrusdo). Neste estudo, os autores avaliaram a atividade antibacteriana de
amostras de LDPE contendo 10% em massa de PTBAEMA frente a Escherichia
coli. Para isso, amostras (0,5 x 0,5 cm) de LDPE modificado com PTBAEMA
foram colocadas em tubos contendo solugdo salina estéril e obtidas suspenstes
nas concentrages de 0.2, 0.3 e 0.4 g/ml. Em seguida, aliquotas da solucdo do

microrganismo, contendo 108 células/mL, foram inoculadas a essas suspensdes de
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LDPE modificado. Em intervalos regulares de tempo (20, 60 e 120 minutos)
aliquotas desta suspensdes foram removidas e realizadas diluicdes em série (até
10°) e semeadas em placas de Petri que foram incubadas a 37 °C durante & noite.
Apos a incubacdo, o nimero de células viaveis foi determinado. Também avaliou-
se a atividade antibacteriana pelo método da difusdo em agar, em que amostras de
LDPE puro e LDPE modificado com PTBAEMA foram colocadas sobre placas de
Petri previamente inoculadas com aproximadamente 1 x 10° células de E. coli.
Para avaliar as alteracBes morfolégicas ocorridas nas células bacterianas foram
realizadas microscopia de transmissao e varredura. Os resultados demonstraram
que 0,4g do material modificado por milimetro foi capaz de eliminar todas as
bactérias quando em contato com o in6culo por 120 minutos. No método de
difusdo em agar observou-se auséncia de halo de inibicdo em torno das amostras
de LDPE modificado com PTBAEMA, o indica que nenhum composto ativo foi
liberado. A microscopia eletronica de transmissdo e varredura mostraram
marcantes alteracfes estruturais nas membranas das bactérias expostas ao LDPE
modificado com PTBAEMA. Finalmente, os autores concluiram que o modo de
acdo do PTBAEMA é semelhante ao antibidtico polimixina que se liga fortemente
aos lipopolissacarideos (LPS) presentes na membrana externa de bactérias gram-
negativas e provocam o deslocamento de fons Ca** e /ou Mg”** da membrana
externa da bactéria, consequentemente acarretando na desorganizacdo da

menbrana, lise das células, que resulta na morte das bactérias.
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Uma vez que implantes ortopédicos sdo frequentemente acometidos
por processos infecciosos e o principal patdgeno isolado é o S. aureus, Ignatova
et al.*®>, em 2006, resolveram avaliar o efeito do recobrimento superficial de um
aco inoxidavel com poli(TBAEMA) e outros copolimeros de TBAEMA sobre a
adesdo de S. aureus. Para isso, superficies de aco inoxidavel (2 cm?) foram
esterilizadas e colocadas em placas. Em seguida, uma aliquota de uma suspensao
contendo 1,5 x 10° células de S. aureus foi pipetada por toda superficie do aco
inoxidavel. Posteriormente, as amostras foram incubadas por 37°C por 1 hora. O
substrato em ago inoxidavel foi retirado da placa, lavado e agitado por 5 segundos
em ultra-som em um tubo contendo 5 mL de Tryptic Soy Broth (TSB) com 5%
Tween. Em seguida, foram realizadas diluicbes seriadas desta solucdo e a
semeadura em placas de Petri que foram incubadas a 37°C por 24 horas. Apés a
incubagdo, o nimero de codlonias foi determinado. Os resultados demonstraram
que entre as superficies de aco inoxidavel testadas, as revestidas por
poli(TBAEMA-co-PEOMA), poli(TBAEMA) e poli (TBAEMA-co-AA)
reduziram a adesdo de S. aureus quando comparadas ao a¢o inoxidavel nao
revestido (controle). Os autores concluiram que estes achados sdo de grande

interesse para implantes médicos e em outras aplicacdes ortopédicas.

Seyfriedsberger et al.”” (2006) investigaram as propriedades
antimicrobianas de um polietileno (LLDPE) contendo diferentes concentragoes 0;
1,5; 3 e 5% em massa do polimero poli (2-tert-butilaminoetil) metacrilato (neste

estudo denomidado pelos autores como TBAM). A atividade antimicrobiana foi
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avaliada 24 horas ap0s o contato das amostras com as bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Também foi investigada a formacéo de biofilme sobre as
superficeis do polietileno atraves da mensuracdo de adenosina tri-fosfato (ATP)
apos 8, 12 e 16 semanas de incubacdo. Mensuracfes de ATP evidenciam a
guantidade de microrganismos viaveis presentes no biofilme aderido. Foram
analisadas a intera¢do quimica entre o LLDPE e o TBAM através da microscopia
eletronica de transmissdo, de medidas eletrocinéticas (obtém informac@es sobre a
superficie do espécime) e propriedades mecanicas. Observou-se que 0 numero de
UFC/ml de S. aureus ap6s 24 horas de contato entre microrganismo e todos
grupos contendo TBAM foi reduzido a zero. Para E. coli, apenas o0 grupo com
concentracdo 5% de TBAM reduziu para zero o nimero de UFC/ml. Apds 12 e 16
semanas de incubagdo que se detectou a formacgéo de biofilme. Foi observada a
dispersdo heterogénea das particulas de TBAM na matriz de LLDPE, e ndo foram
constatados prejuizos as propriedades mecanicas avaliadas de acordo com

aumento da concentracdo de TBAM.

Thomassin et al.** (2007) incorporaram o polimero poli(2-tert-
butilaminoetil) metacrilato (FTBAEMA) a um polipropileno (PP) e avaliaram
suas propriedades antimicrobianas frente a espécie de E. coli. Para isso, amostras
de PP contendo 12,5 e 25% em massa de PTBAEMA foram inoculadas com uma
solucdo contendo 10° células/mL de E. coli. Em intervalos regulares de tempo (20,
60 e 120 minutos), aliquotas desta solugdo foram removidas e realizadas diluigdes

em série (até 10°) e semeadas em placas de Petri que foram incubadas a 37 °C
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durante a noite. Apos a incubacdo, o nimero de células viaveis foi determinado.
Os resultados demonstraram uma atividade antibacteriana de longa duragéo, que
0s autores justificaram como sendo em consequéncia da ligacdo das cadeias do

PTBAEMA ao polipropileno, o que o impediu de ser liberado.

Manfredi et al.*” (2007) avaliaram a atividade fungicida de um
decapeptideo sintético (KP) frente a células de C. albicans aderidas a resina
acrilica. A atividade antifangica do KP foi avaliada pela contagem de UFC de C.
albicans aderidas aos discos de resina acrilica previamente confecionados. C.
albicans foi inoculada na superficie jateada dos discos de resina acrilica e
colocados dentro de uma placa de Petri, para incubacdo dos espécimes. Apos
incubacéo, os discos foram lavados e colocados em novas placas de Petri, 5 ml de
agua estéril contendo 100 ug/mL de KP foi adicionada e em seguida novamente
incubados. No grupo contendo KP, observou-se uma redugédo de mais de 90% no
namero de células de C. albicans quando comparado ao grupo controle. Os
resultados deste estudo sugerem um potencial efeito do KP sobre células de C.

albicans aderidas a superficie de proteses.

Também em 2007, Shibata et al.”® avaliaram a atividade antiftngica e
propriedades mécanicas de uma resina acrilica contendo dioxido de titanio
coaptado com apatita (Ap-TiO;). Foram confeccionados espécimes em resina
acrilica nas quais o polimero foi substituido por Ap-TiO2 nas concentracGes de 1,

5 e 10%. Os especimes foram incubados numa solugdo com C. albicans para
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avaliar a atividade antifungica. Foram realizados os testes de resisténcia flexural e
modulo flexural. Como resultado, foi possivel observar uma diminuicdo
significante na viabilidade celular nas superficies das resinas acrilicas para 0s
grupos contendo 5 e 10% de ambos os compostos. Quanto a resisténcia a flexéo,
observou-se uma diminuigédo dos valores de acordo com aumento da concentragao
de Ap-TiO2. Alguns grupos néo atingiram os valores recomendados pela norma
ISO 1567 (> 65 MPa). Apesar de o modulo flexural também ter variado, os
valores permaneceram dentro dos limites preconizados pela mesma norma (>
2000 MPa). Logo, concluiram que a resina acrilica com 5% de Ap-TiO2 pode
exercer efeitos antifingicos e manter as propriedades mecanicas adequadas para
uso clinico.

Silva et al.”

(2008) avaliaram o efeito do fluconazol, nistatina e gel
orabase de propolis sobre a superficie de resina acrilica. Apds a confegcdo de
espécimes com resina acrilica polimerizavel em banho de 4gua ou com energia de
microondas, avaliou-se a rugosidade de superficie, energia livre de superficie e
dureza. Em seguida, os espécimes foram imersos nos diferentes antifingicos
durante 14 dias e todas as varidveis foram analisadas novamente. Os resultados
mostraram que ambas as resinas aumentaram a rugosidade de superficie e energia
livre de superficie, mas ndo diferiram entre si. Os grupos tratados com prépolis
mostraram valores maiores de rugosidade de superficie dos demais. Com relacdo a

rugosidade e energia livre de superficie ndo foram encontradas diferencas entre as

resinas acrilicas e entre fluconazol e nistatina. Concluiu-se que o prépolis induziu
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modifica¢Oes na superficie da resina acrilica, aumentando a rugosidade, fator que

poderd facilitar a adesdo de microrganismos.

Casemiro et al.® em 2008, avaliaram a atividade antimicrobiana de
resinas acrilicas (Onda-cryl, QC-20 e Lucitone 550) contendo diferentes
concentraces de zeolito de zinco e prata, e se essa incorporacdo alteraria a
resisténcia a flexdo e ao impacto das resinas. Cinquenta espécimes foram
confeccionados e divididos em 5 grupos, de acordo com a quantidade de ze6lito
de zinco e prata adicionados: 0% (controle), 2,5%, 5,0%, 7,5% e 10% em
propor¢do ao polimero da resina acrilica. Para avaliagdo da atividade
antimicrobiana utilizou-se 0 método da difusdo em agar e cepas de Candida
albicans e Streptococcus mutans. Os resultados demonstraram que a adi¢do de
2,5% de zedlito de zinco e prata exibiu uma atividade antimicrobiana contra todas
as cepas avaliadas. A resisténcia a flexdo diminuiu significativamente a partir da
concentracdo de 2,5% para as resinas QC-20 e Lucitone 550 e de 5% para a resina
Onda-Cryl. A resisténcia ao impacto também diminuiu significativamente a partir
de 2,5% para a resina Lucitone, enquanto para as resinas QC-20 e Onda-Cryl
somente a partir de 5%. Os autores concluiram que a incorporacdo de zeodlito de
zinco e prata pode ser uma alternativa viavel para a reducdo de microrganismos
nas resinas acrilicas para base protética, entretanto as propriedades mecanicas
podem ser negativamente afetadas dependendo da porcentagem de zedlito de

zinco e prata incorporada.
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Park et a.®° (2008) investigaram dois métodos para reduzir a adesdo
de C. albicans na superficie de resina acrilica para base protética através da
modificac@o das caracteristicas da superficie da resina acrilica, pela incorporagdo
de radicais polares e pela aplicagdo de um polimero auto-aderente. Trés grupos
foram testados: controle (PMMA puro), PMMA modificado com 16% de écido
metacrilico, PMMA tratada com um polimero auto-aderente. Os espécimes foram
confeccionados e foram incubados com suspensdo de C. albicans por 2, 4, 6 ou 12
dias. A superficie total de C. albicans aderida foi corada com cristal violeta e
examinada em microscépio optico com ampliagdo de 400x. Como resultado foi
observado que apos 2 dias a resina modificada com acido metacrilico apresentou
menor nivel de adesdo de Candida que os outros grupos. Entretanto, os grupos
com resina modificada e com superficie tratada um polimero auto-aderente néo
apresentaram diferenca apds 4, 6 e 12 dias de incubagdo. Modificagcdes nas
caracteristicas de superficie de polimeros ¢ um método eficaz na reducdo da

adesdo de C. albicans a superficies de PMMA.

Amin et al.> (2009) incorporaram drogas antifingicas (fluconazol,
clorexidina e a combinacdo dessas duas) em uma resina acrilica autopolimerizavel
e avaliaram a liberacdo dessas drogas bem como seu efeito no crescimento de C.
albicans. Por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), avaliou-se
a liberagdo estas subtancias em agua apos imersao de espécimes de resina acrilica
contendo 10% de fluconazol ou 10% de clorexidina ou uma combinagéo de 5% de

fluconazol com 5% de clorexidina. Aliquotas dessas substancias liberadas em
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agua foram inoculadas em orificios de placas de Petri cultivadas com C. albicans,
para avaliagdo da inibicdo do crescimento fungico por meio de mensuracdo do
halo de inibicdo. Os resultados mostraram que as duas drogas isoladas ou a
combinagdo delas podem ser incorporadas com o PMMA. Foi evidenciada
liberacdo das drogas para agua destilada ao longo de 28 dias. A inibicdo do
crescimento foi encontrada em todos os grupos, com valores mais expressivos
para o grupo onde as duas drogas foram combinadas. Conclui-se que os resultados
deste estudo tem uma relevancia clinica uma vez que pode contribuir

significativamente no tratamento de infec¢Bes flngicas da cavidade oral.

Redding et al.”* (2009) investigaram a capacidade de um polimero de
fina pelicula contendo antifungicos de inibir a formacao de biofilme de Candida
sobre a superficie de resina acrilica. Ao polimero foram incorporados um dos
seguintes antifingicos: diacetato de clorexidina a 1 %, nistatina a 1% e
anfotericina B a 0,1%. Apds aplicacdo do polimero nos espécimes em resina
acrilica, os mesmos foram levados a uma maquina de escovacdo e submetidos a
um ciclo que simulou limpeza diaria da prétese por 1 minuto durante 1 ano. Os
espécimes foram incubados em suspensdo de C. albicans e a formacéao de biofilme
foi avaliada pelo método colorimétrico com sal de tetrazolio 2,3-bis(2-metoxi-4-
nitro-5- sulfofenil)-2H-tetrazdlio-5-carboxanilida (XTT). Uma pequena reducao
no biofilme foi encontrada no grupo contendo apenas o polimero sem antifingicos
em comparacgao com o grupo controle (sem aplicacdo do agente). Entretanto, uma

reducdo significativa de 70 a 80% foi encontrada para o grupo contendo nistatina,
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de 50 a 60% para o grupo contendo anfotericina B e até 98% para 0 grupo
contendo clorexidina. A aplicacdo de um polimero contendo antifungicos inibe
efetivamente a formacdo de biofilme de C. albicans na superficie de resina
acrilica e deve ser avaliada como uma possivel terapia preventiva para estomatite
protética.

Paleari et al.>®

, em 2009, investigaram a presenca de grupos amina e
avaliaram o efeito da incorporacdo do metacrilato 2-tert-butilaminoetil
(TBAEMA) metacrilato em uma resina acrilica para base protética. Foram
confeccionados corpos-de-prova com diferentes concentragdes (0%, 0,5%, 1%,
1,5%, 1,75% e 2%) de TBAEMA incorporado em relagdo ao liquido da resina
acrilica Lucitone 550. Os espécimes foram submetidos a avaliagbes em
espalhamento superficial de elétrons com analise quimica (ESCA) e ao teste de
resisténcia a flexdo. Observou-se a presenca de nitrogénio na superficie dos
espécimes, indicativo da presenga dos grupos amina. A incorporacdo de
TBAEMA afetou negativamente a resisténcia a flexdo da resina acrilica,

entretanto os valores de resisténcia a flexao até a concentracdo de 1,75% estavam

de acordo com a norma ISO.

A fim de desenvolver uma resina acrilica auto-polimerizaevl
(UNIFAST 111) com propriedade antibacteriana, Kuroki et al.** (2010) avaliaram a
atividade antibacteriana, liberacdo de mondmero residual e alteracdo de cor desta

resina apos a adicdo de trés agentes antibacterianos inorganicos comercialmente
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disponivel que continham zedlitos de prata e zinco (Zeomic, Bactekiller e
Novaron). Para andlise da atividade antimicrobiana foram avaliados a adesdo de
Streptococcus mutans aos espécimes contendo 0s agentes antibacterianos
inorgénicos e o numero de células viaveis de Streptococcus mutans. Para
quantificagdo de mondmero residual utilizou-se a cromatografia liquida de alta
eficiéncia e a alteracdo de cor causada pela adi¢do de agentes antibacterianos foi
avaliada por um sistema recomendado pela CIE. Como resultado, observou-se que
uma reducdo significativa na contagem de células vidveis e na adesdo de
Streptococcus mutans nos espécimes contendo os agentes antibacterianos quando
comparados ao grupo controle. Nao houve diferenca significante entre o grupo
controle e os grupos contendo os agentes inorganicos quanto ao contetdo de
mondmero residual. Além disso, entre os agentes inorganicos antibacterianos
adicionados o Novaron, apresentou a menor alteracdo de cor. Conclui-se que a
adicdo de agentes antibacterianos a resinas acrilicas € o primeiro passo efetivo
para o desenvolvimento de resinas acrilicas auto-polimerizaveis contendo
propriedade antibacteriana.

Zamperini et al.®

, em 2010, investigaram se modificacdes na
superficie com tratamentos de plasma poderia reduzir a adesdo de C. albicans na
resina. Espécimes com superficies rugosas e lisas foram confecionados, divididos
em cinco grupos: controle (sem tratamento) e grupos que receberam tratamentos

de plasma para obter superficies com diferentes hidrofobicidade: argénio a uma

atmosfera de 50W (Ar/50W); argbnio/oxigénio a uma atmosfera de 70W
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(ArO,/70W); ar atmosférico de 130 w (AAt/130W) ou argdnio seguido da
incorporagdo de fldor (Ar/SFg 70W). Medidas de angulo de contato foram
realizadas imediatamente ap0Os os tratamentos e depois da imersdo em agua por
48h. Para cada grupo, metade das amostras foram incubadas com saliva antes do
ensaio de adesdo. O numero de leveduras aderidas foi avaliada pelo método
colorimétrico com sal de tetrazdlio 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5- sulfofenil)-2H-
tetrazolio-5-carboxanilida (XTT). Para os grupos experimentais, houve alteracéo
significativa no angulo de contacto, ap6s 48h de imersdo em agua. Grupos
ArO,/70W e ArSFs/70W apresentaram leituras de absorbancia significativamente
menor que os demais grupos, independente da presenca ou auséncia de saliva e da
rugosidade de superficie. Os resultados demonstraram que 0s tratamentos de
plasma ArO./70W e ArSF6/70W mostraram-se promissores na reducdo da
aderéncia de C. albicans em resinas para base protética.

Monteiro et al.*®

(2010), atraves de uma revisdo da literatura,
avaliaram as vérias formas de incorporacdo de prata utilizadas (zedlito de prata,
nanoparticulas de prata e incorporacdo de ions prata) como agente antimicrobiano
frente a varios microrganismos e biofilme. De acordo com autores, as
caracteristicas de liberagdo dos ions de prata dependem da natureza da prata e da
matriz polimérica utilizadas. E que tanto a prata elementar, zedlitos de prata e

nanoparticulas de prata podem ser utilizados como biomateriais antimicrobianos

para uma variedade de aplicacdes.
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Recentemente, Fan et al.*® (2011), avaliaram se nanoparticulas de
prata (AgNPs) poderiam ser sintetizadas em resinas acrilicas. Uma resina acrilica
fotopolimerizavel e uma autopolimerizavel foram utilizadas para sintetizar as
AgNPs usando diferentes concentragcOes de benzoato de Ag (AgBz). Para a resina
fotopolimerizavel, através da dureza de Rockwell observou-se que a resina pode
ser polimerizada com até 0,15% de AgBz, enquanto a dureza da resina
autopolimerizavel ndo foi afetada nas concentracfes testadas. Atraves de
espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel e microscopia eletrénica de
transmissdo confirmaram a presenca de AgNPs em ambas as resinas. Na resina
autopolimerizavel observou-se a liberacdo de ions Ag* em todas as concentracdes
avaliadas, entretanto na resina fotopolimerizével a liberacéo foi detectavel apenas
com 0,1% de AgBz. A resina autopolimerizavel contendo 0,2 e 0,5% de AgBz
inibiram, 524% e 97,5% do crescimento de Streptococcus mutans,
respectivamente. Futuros estudos sdo necessarios para avaliar as propriedades
mecénicas e otimizar a producdo de resinas odontoldgicas e médicas

comercialmente (teis.

Rodriguez’® (2011), investigou a interacdo quimica entre o TBAEMA e
a resina acrilica bem como a presenca de grupos amina na superficie da resina, e
ainda avaliou a temperatura de transigdo vitrea e a resisténcia a flexdo da resina
apos a incorporacdo de TBAEMA. Os especimes foram divididos em cinco
grupos de acordo com as concentragdes de TBAEMA incorporadas a resina Onda-

Cryl: 0%, 1%, 2%, 3% e 4%. A superficie dos espécimes foi avaliada por meio de
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Espalhamento Superficial de Elétrons com Analise Quimica (XPS-ESCA) para
detectar a presenga de grupos amina, representado por indices de nitrogénio. As
analises de Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)
e Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) foram utilizadas para avaliar o
processo de polimerizacdo da resina acrilica na presenga do TBAEMA e a
influéncia da incorporacdo do TBAEMA na temperatura de transi¢do vitrea (Tg)
da resina, respectivamente. A resisténcia a flexdo dos espécimes também foi
avaliada. Foram observados diferentes indices de nitrogénio: 0,36%, 0,54%,
0,35% e 0,20% para 0s grupos 1%, 2%, 3% e 4%, respectivamente. Os resultados
obtidos para o FTIR indicaram copolimerizagdo entre a resina e 0 TBAEMA, e
para o DSC que a incorporacdo do TBAEMA reduziu a Tg. Foram encontradas
diferencas significantes para a resisténcia a flexao (p<0.05) cujos resultados foram
91,1+55A, 77+£13,1B, 67,2+12,5B, 64,4+13,0B e 67,2+5,9B MPa para 0s grupos
0%, 1%, 2%, 3% e 4%, respectivamente. Concluséo: A incorporacdo de
TBAEMA resultou em copolimerizacdo, na presenca de grupos amina na

superficie dos espécimes, na diminuicdo da Tg e da resisténcia a flex&o.
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Proposigio

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de uma
resina acrilica termopolimerizavel para base protética combinada ao polimero
antimicrobiano poli(2 tert-butilaminoetil) metacrilato sobre a formagéo, in vitro,
de biofilmes de trés espécies de microrganismos (Staphyloccocus aureus,

Streptococcus mutans e Candida albicans).



Material e
Método



1 Material

Para a realizagdo deste estudo foram utilizados os materiais e

aparelhos descritos abaixo.

» Silicona de condensacdo Zetalabor, Zermack, S.P.A., Badia Polesine,

Rovigo, Italia.

» Adesivo instantaneo Loctite, Diadema, SP, Brasil.

e Mufla metélica, OGP Produtos Odontolégicos Ltda., Sdo Paulo, SP,

Brasil.

» Espétulade aco n° 36 Duflex SSWhite, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

» Espatula para gesso Jon Jon , Sdo Paulo, SP, Brasil.

» Buril de Le cron, Duflex SSWhite, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.
» (Gesso pedra tipo 11, Vigodent, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.
e (Gesso pedra tipo 1V, Vigodent, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

» Isolante para resina acrilica Cel-Lac, Artigos Odontoldgicos Classico Ltda,

Sao Paulo, SP, Brasil.
* La&minas de vidro
» Resina acrilica Lucitone 550, Dentsply International Inc., York, PA, EUA.

* Metacrilato 2 tert-butilaminoetil (TBAEMA)
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Balanca de precisdo eletrdnica Bel Engineering Monza, Italia.
Prensa hidraulica, Vipi-delta Maquinas especiais, Pirassununga, SP, Brasil.

Termopolimerizadora automatica, Solab Equipamentos para laboratorios

Ltda, Piracicaba, SP, Brasil.
Fresa tipo Maxicut, Malleifer SA, Ballaigues, Suica.

Embalagens para esterilizacgdo em oOxido de etileno, produzidas por
ACECIL Comércio e Esterilizagdo a Oxido de Etileno Ltda, Campinas,

SP, Brasil.

Cultura de Candida albicans ATCC 90028
Cultura de Staphylococcus aureus ATCC 25923
Cultura de Streptococcus mutans ATCC 25175

Tryptic Soy Broth (TSB), Acumedia Manufactures Inc., Baltimore,

Maryland, EUA.

Brain-heart infusion (BHI), Acumedia Manufactures Inc., Baltimore,

Maryland, EUA.

Sabouraud Dextrose Agar com cloranfenicol, Acumedia Manufactures

Inc., Baltimore, Maryland, EUA.

Mannitol Salt Agar, Acumedia Manufactures Inc., Baltimore, Maryland,

EUA.

Agitador de tubos, AP-56 Phoenix, Araraquara, SP, Brasil.
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» Espectrofotdmetro, Eppendorf AG, Alemanha.

» Placa para cultura celular de 12 orificios, Costar, Corning Incorporated,

NY, EUA.
« Incubadora, 430 RDB Nova Etica , Vargem Grande Paulista, SP, Brasil.

» Tubos de para centrifuga em polietileno estéril, Corning Incorporated, NY,

EUA.
e Ultra-som, 1440 Plus, Odontobras, Sao Paulo, SP, Brasil.
» Placa de Petri descartavel estéril 90x15mm, Prolab, Sdo Paulo, SP, Brasil.

» Estufa bacterioldgica, produzida por Marconi Equipamentos Laboratoriais

Ltda, Piracicaba, SP, Brasil.

» Contador de colonias digital, CP 600 Plus, Phoenix Ind. E Com. De

Equipamentos Cientificos Ltda, Araraquara, SP, Brasil.

2 Método

2.1 Sintese do polimero poli(2 tert-butilaminoetil) metacrilato (PTBAEMA)

A sintese do poli(2 tert-butilaminoetil) metacrilato (PTBAEMA)
(Figura 1) foi realizada sob a orientacdo do Prof. Dr. Adhemar Ruvolo-Filho do
Grupo de Pesquisa de Processamento e Propriedades em Polimeros do Centro de
Ciéncias Exatas e Tecnologia, Departamento de Quimica da Universidade Federal

de S&o Carlos de acordo com uma rota quimica descrita por Sosna et al.%°,
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FIGURA 1- Polimero poli(2-tert-butilaminoetil) metacrilato (PTBAEMA).

2.2 Confeccéo de espécimes

Cada espécime correspondia a um disco de resina acrilica, réplica de
um disco de silicona apresentando 15 mm de diametro e 2 mm de espessura, como

sera descrito abaixo.

Incluséo dos discos de silicona

Discos de silicona de condensacdo densa foram obtidos através da
condensacdo manual desse material no interior de uma matriz metélica (Figura 2)
apresentando no seu interior 10 orificios com 15 mm de didmetro e 3 mm de
espessura. Apds a polimerizacédo, os discos de silicona foram fixados com adesivo
instantdneo sobre uma lamina de vidro (Figura 3). O conjunto discos de
silicona/lamina de vidro foi incluido em mufla metalica utilizando-se gesso pedra
tipo 111 (Figura 4). Apds presa do gesso, 0s espacos existentes entre os discos de
silicona previamente fixados na lamina de vidro foram preenchidos com gesso

pedra tipo IV (Figura 5). Em seguida, apds a presa do gesso tipo 1V, uma nova
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lamina de vidro foi posicionada sobre o conjunto discos de silicona/gesso tipo 1V,
a contra-mufla foi posicionada e a inclusdo finalizada com gesso pedra tipo 111

(Figura 6).

FIGURA 2- Matriz metalica.

FIGURA 3- Discos de silicona fixados sobre uma lamina de vidro.
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FIGURA 4- Incluséo do conjunto discos de silicona/lamina de vidro em mufla

metalica com gesso pedra tipo I1l.

FIGURA 5- Preenchimento dos espagos existentes entre os discos de silicona com

gesso pedra tipo V.

FIGURA 6- Inclusdo de uma nova lamina de vidro na contra-mufla.
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Prensagem

Apo0s a abertura da mufla, remogéo dos discos de silicona (Figura 7),
0s residuos do adesivo instantaneo foram removidos e realizado o isolamento do
gesso com Cel-Lac. Em seguida, a prensagem da resina acrilica incorporada as
diferentes concentracdes do polimero poli(2 tert-butilaminoetil) (PTBAEMA)

metacrilato foi realizada.

FIGURA 7- Remogdo dos discos de silicona, apos abertura da mufla.

Os espécimes foram divididos em trés grupos, de acordo com as
diferentes concentracdes de PTBAEMA: 0 (controle), 10 e 25%. A incorporagao
do PTBAEMA foi realizada respeitando a propor¢do recomendada pelo fabricante
da resina Lucitone 550, 21g de pd para 10ml do monémero. A quantidade de
PTBAEMA adicionada foi calculada em propor¢do & massa de pO da resina
acrilica. Dessa forma, no grupo contendo 10% de PTBAEMA adicionou-se 2,19
deste polimero e 21g de p6 da resina acrilica. Entdo, primeiramente acrescentou-
se 0 PTBAEMA ao pd da resina acrilica, apds homogeinizacdo, a quantidade de

mondémero suficiente para a massa final de p6 e PTBAEMA (Tabela 1) foi em
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seguida acrescida lentamente & mistura. A concentragdo de 25% de PTBAEMA
foi obtida seguindo o mesmo raciocinio. Apés atingir a fase plastica, a resina

acrilica foi acomodada no interior dos orificios deixados pelos discos de silicona.

Tabela 1- Descricdo das proporcdes de po/liquido da resina acrila e PTBAEMA

utilizadas em de cada grupo avaliado neste estudo

PTBAEMA (0) Liquido (ml)
Controle 21 0 10
10% 21 2,1 11
25% 21 5,25 12,50

Para uma correta acomodacdo da resina acrilica e uma agregacéao
adequada do mondmero ao polimero da resina acrilica, um periodo de 30 minutos
foi aguardado sob a prensa (Figura 8)°. Posteriormente, as muflas foram fechadas
com auxilio de parafusos proprios e, entdo, levadas para polimerizagdo no ciclo
estabelecido pelo fabricante (1 hora a 73°C e 30 minutos a 100°C) em uma

termopolimerizadora automatica Solab.
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FIGURA 8- Prensagem da resina acrilica por um periodo de 30 minutos.

Desinclusdo e acabamento

Apos a polimerizagdo, as muflas foram resfriadas sobre bancada por
24 horas e, entdo, os espécimes foram desincluidos. Apds a desinclusdo, 0s
excessos laterais verificados nos espécimes foram removidos com uma ponta do
tipo Maxicut (Figura 9). Ap6s o acabamento, cada espécime foi armazenado em

4gua destilada por 1 dia & 37°C *'.

FIGURA 9- Remocdo dos excessos laterais com ponta Maxicut.
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Esterilizacdo dos espécimes

Apos este periodo de armazenamento em agua destilada, os espécimes
foram esterilizados por meio de oxido de etileno (Figura 10) e armazenados em

embalagem propria.

FIGURA 10- Espécime esterilizado por meio de 6xido de etileno e armazenado

em embalagem propria.

2.3 Avaliagdo da atividade antimicrobiana sobre a formacéo de biofilmes

Os procedimentos descritos abaixo foram realizados no Laboratério de
Biologia Molecular, Departamento de Fisiologia e Patologia da Faculdade de
Odontologia de Araraquara-UNESP sob a supervisdo da Profa. Dra. Denise

Madalena Palomari Spolidorio.

Preparo dos materiais microbioldgicos

Para a inoculacdo dos microrganismos avaliados foram utilizados os

meios de cultura Tryptic Soy Broth (TSB) para Candida albicans e Brain-heart
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infusion (BHI) para as bactérias Streptococcus mutans e Staphylococcus aureus.
Esses meios de cultura constituem-se de um caldo nutriente que propicia o
crescimento de varios tipos de microrganismos, incluindo os que foram testados

neste estudo.

Formac&o do biofilme

Inicialmente, os microrganismos selecionados foram individualmente
inoculados em tubos de ensaios contendo 5 mL do meio de cultura apropriado.

Em seguida, estes tubos foram incubados a 37°C por 24 horas.

Para observar o crescimento dos microrganismos, os tubos de ensaio
foram colocados em agitador de tubos e agitados vigorosamente por 30 segundos.
Entdo, os tubos de ensaio foram retirados do agitador e turvagédo da suspensao foi
monitorada por densidade Optica (DO) em espectrofotdmetro até atingir D.0.=1,0
para Candida albicans e Staphylococcus aureus e D.O.=0,15 para Streptococcus
mutans em absorbancia de 600 nm, o que corresponde a uma Suspensao

microbiana de aproximadamente 10" UFC/mL (Figura 11).
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FIGURA 11- Monitoramento da turvacdo da suspensao por densidade optica (DO)

em espectrofotdmetro.

Previamente a inoculacdo, 0s espécimes de cada grupo foram
aleatoriamente distribuidos, individualmente, em orificios de uma placa para
cultura celular de 12 orificios e acrescentado 2 mL de meio de cultura (TSB ou
BHI) contendo uma aliquota correspondente a 10° UFC/mL de cada
microrganismo testados previamente inoculados (Figura 12). Ap6s a inoculagéo,
as placas contendo os espécimes foram incubadas a 37°C por 1 hora e 30 minutos
em incubadora sob agitacdo de 75 rpm (Figura 13), com a finalidade de promover

a adesdo dos microrganismos na superficie dos espécimes®®.

FIGURA 12- Inoculagdo dos espécimes.
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FIGURA 13- Incubadora utilizada no estudo (Incubadora 430 RDB Nova Etica).

Apbs este periodo, cada espécime foi lavado com tampédo Fosfato 0,1
M - pH 7,1 (PBS), de maneira cuidadosa e por dois periodos, a fim de remover os

microrganismos fracamente aderidos na superficie dos espécimes (Figura 14).

FIGURA 14- Espécimes lavados com PBS.

Em seguida, os espécimes foram removidos e transferidos
individualmente para orificios de uma nova placa para cultura celular de 12

orificios contendo 2 mL de meio de cultura estéril (TSB ou BHI) e incubados a
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37°C por 48 horas em incubadora sob agitacdo de 75 rpm, a fim de promover a

maturacao do biofilme®®,

Apbs este periodo, cada espécime foi novamente lavado com PBS,
como descrito anteriormente, a fim de remover 0s microrganismos fracamente
aderidos na superficie dos espécimes. Em seguida, os espécimes foram removidos
e transferidos individualmente para tubos com tampa de rosca contendo 4,5 mL de

solucdo salina estéril (Figura 15).

FIGURA 15- Transferéncia de cada espécime para tubo com tampa de rosca

contendo 4,5 mL de solucdo salina estéril.

Entdo, esses tubos com tampa de rosca contendo os espécimes foram
agitados por 20 minutos em ultra-som para desprender qualquer célula microbiana

aderente do espécime para a solucgdo resultante.

Posteriormente, foram realizadas as dilui¢cOes seriadas a partir dessa

solucdo resultante. Para isso, uma aliquota de 500 pL da solucdo resultante foi
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pipetada e transferida para outro tubo de ensaio contendo 4,5 mL de solugédo
salina estéril. Este ultimo tubo foi agitado vigorosamente em agitador de tubos e
uma nova aliquota de 500uL foi removida do mesmo e colocada em outro tubo de
ensaio contendo 4,5uL de solugdo salina. Esse procedimento foi realizado cinco
vezes para cada espécime e, dessa forma, as diluicdes seriadas de 10™ a 10™ foram

obtidas.

As (ltimas quatro diluicBes seriadas (10% 1072 10™ e 10®) foram
utilizadas para a realizagdo da semeadura nas placas de Petri contendo os meios de
culturas selecionados para cada microrganismo: Mannitol Salt Agar para
Staphyloccocus aureus e Sabouraud Dextrose Agar contendo 5 pg/mL de
cloranfenicol para Candida albicans e SB20 para Streptococcus mutans. Para este
procedimento, os tubos de ensaio contendo as diluigOes seriadas selecionadas
foram individualmente agitados em agitador de tubos de ensaio. Em seguida, uma
aliquota de 25 pL de cada diluicéo seriada selecionada, a partir da diluicdo de 10”
até 107 foi pipetada. Cada aliquota foi transferida para um dos quadrantes de uma
placa de Petri contendo o meio de cultura especifico para cada microrganismo.
Uma alca de Drigalsky estéril foi utilizada para espalhar a solugdo sobre o meio
de cultura em cada quadrante da placa. Em seguida, as placas referentes aos
grupos experimentais foram igualmente submetidas & incubacdo a 37°C por 48

horas. Os procedimentos de semeadura foram realizados em duplicata.
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Contagem de colonias

Apo6s 48 horas de incubagdo a 37°C, as placas de Petri foram
submetidos a contagem de coldnias. Para este procedimento, cada placa de Petri
foi posicionada em um contador de colonias digital. Foram considerados somente
os valores entre 30 e 300 coldnias, sendo escolhido, para cada microrganismo, o
namero de col6nias referente a uma Unica diluicdo que representasse um valor
entre a variagdo considerada. Apds a obtencéo desse valor nos meios de cultura, o
namero de unidades formadoras de col6nias por mililitro (UFC/ml) foi calculado.

Para esse calculo, foi utilizada a formula a seguir:

UFC/ml= ndimero de colénias X 10"/q

Nessa férmula, n equivale ao valor absoluto da diluicéo (2, 3, 4 ou 5),
e g equivale a quantidade, em mL, pipetada para cada diluicdo quando nas
semeaduras das placas. No presente estudo, g= 0,025 ja que foram pipetados 25
pL para cada diluicdo. Os valores de UFC/ml obtidos foram deixados em notagéo
cientifica e obtida entdo a média aritmética dos valores das duplicatas de cada
amostra (apresentados nos Anexos - Tabelas Al a A3). Em seguida, os dados
obtidos para as contagens foram transformados de acordo com a formula

log(UFC+1)/ml.
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2.4 Andlise dos dados

A hipdtese nula deste estudo compreendia que nenhum dos trés grupos
avaliados (controle, 10 e 25% de PTBAEMA) alteraria a atividade antimicrobiana
sobre a formacgdo de biofilmes das trés espécies testadas. A maioria dos valores
grupais, exceto o grupo contendo 25% PTBAEMA para Staphyloccocus aureus e
Streptococcus mutans, adereriu a distribuicdo normal (teste de Kolmogorov-
Smirnov, P<0,05). No entanto, ndo se observou homegeneidade de variancia para
nenhuma espécie (teste de Levene, P<0,05). Dessa forma, os dados de
log(UFC+1)/ml de cada grupo foram apresentados pelos valores médios e desvios
padrdo. E usou-se os testes ndo paramétricos de Mann-Whitney para comparagdo
entre o grupo controle e o grupo contendo 10% de PTBAEMA para
Staphyloccocus aureus e Streptococcus mutans e teste de Kruskal-Wallis para
comparacdo entre os trés grupos avaliados (0, 10 e 25%) para Candida albicans.
Todos os testes estatisticos foram empregados obedecendo-se a um nivel de

significancia (o) de 0,05.
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As semeaduras das placas de Petri referentes aos grupos contendo as
concentracOes de 0, 10 e 25% de PTBAEMA de cada microrganismo S. aureus, S.
mutans e C. albicans estdo representados nas Figuras 16, 17 e 18 respectivamente.
As Figuras 16 e 17 evidenciam a auséncia de formacao de biofilme de S. aureus e
S. mutans sobre os espécimes contendo 25% de PTBAEMA e também uma
reducdo considerdvel na formacdo de biofilme de S. aureus e S. mutans nos

grupos contendo 10% de PTBAEMA.

FIGURA 16 - Placas de Petri representativas das semeaduras de S. aureus

referentes aos grupos 0%, 10 % e 25%.

FIGURA 17 - Placas de Petri representativas das semeaduras de S. mutans

referentes aos grupos 0%, 10 % e 25%.
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Na Figura 18, uma aparente redugdo no nimero de células viaveis de
biofilme de C. albicans pode ser observada no grupo contendo 25% de

PTBAEMA quando comparado ao grupo controle.

FIGURA 18 - Placas de Petri representativas das semeaduras de C. albicans

referentes aos grupos 0%, 10 % e 25%.

As médias e respectivos desvios-padrdao de UFC/ml, apds

transformacéo logaritmica (log10), de cada grupo com as diferentes concentracfes

de PTBAEMA e diferentes microrganismos estéo listados na tabela 2.

Tabela 2- Resultados médios (desvios-padrdo) do numero de UFC/ml para cada

microrganismo apos transformacao logaritmica (log10).

S. aureus S. mutans C. albicans
0% 7,9 (0,8) 7,5(0,7) 6,6 (0,2)
10% 3,8 (3,3) 51(2,7) 6,6 (0,4)

2506 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 6,4 (0,1)




Resultado 72

Devido a auséncia de homegeneidade de variancia, os valores de
log(UFC + 1)/ml para S aureus, S mutans e C. albicans foram analisados por
testes ndo paramétricos e estdo representaods nos Graficos 1, 2 e 3,
respectivamente.

No Gréfico 1 pode-se observar que o grupo contendo 25% de
PTBAEMA inibiu totalmente a formagdo de biofilme de S aureus sobre os
espécimes, reduzindo a zero o nimero de células viaveis do biofilme desta
espécie. A concentracdo de 10% de PTBAEMA naresinaacrilica avaliada reduziu
de forma significante a formagao de biofilme de S. aureus quando comparado ao

grupo controle (P=0,001).

Concentragdo de PTBAEMA

GRAFICO 1 - Contagens médias de células viaveis de biofilme de S. aureus
formado sobre os espécimes contendo diferentes concentragdes de PTBAEMA.
As barras de erro representam o0s desvios-padrdo. (Teste de Mann-Whitney,

P=0,001)
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Resultados semelhantes podem ser observados no Gréafico 2, em que
ndo houve a formacdo de biofilme de S. mutans sobre os espécimes contendo 25%
de PTBAEMA. E uma reducéo significante de células viaveis de biofilme de S.
mutans pode ser observada no grupo com 10% de PTBAEMA em relagdo aos

valores encontrados no grupo controle (P=0,001).

Concentracdao de PTBAEMA

GRAFICO 2 - Contagens médias de células viaveis de biofilme de S. mutans
formado sobre os espécimes contendo diferentes concentracdes de PTBAEMA.
As barras de erro representam o0s desvios-padrdo. (Teste de Mann-Whitney,

P=0,001)

No Gréafico 3, observa-se que 0s espécimes de resina acrilica
combinada ao PTBAEMA ndo apresentou efetividade no controle de biofilme de
C. albicans. Visto que ndo houve diferenga estatisticamente significante entre os
grupos contendo PTBAEMA e o grupo controle em relagdo ao numero de células

vidveis (P=0,079).
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Concentracdo de PTBAEMA

GRAFICO 3 - Contagens médias de células viaveis de biofilme de C. albicans
formado sobre os espécimes contendo diferentes concentracdes de PTBAEMA.
As barras de erro representam os desvios-padrdo. Médias localizadas sob a barra

horizontal sdo semelhantes. (Teste de Kruskal-Wallis, P=0,079)



Discussao



Discussao

Atualmente, estd cada vez mais crescente a procura € 0
desenvolvimento de materiais com propriedades antimicrobianas’’. Areas com
grande potencial de aplicacdo incluem, por exemplo, tratamento de &gua,
armazenamento de produtos alimentares, dispositivos médicos e materiais
odontolégicos*® .

Na odontologia, nos ultimos anos, indmeros estudos foram realizados
no intuito de controlar a formacéo de biofilme sobre as superficies de proteses
removiveis e consequentemente prevenir a estomatite protética, através da
incorporagdo de agentes antimicrobianos em reembasadores temporarios e
condicionadores de tecido, bem como em resinas acrilicas. No entanto, a adicéo
de agentes como nistatina, miconazol, fluconazol, itraconazol, prépolis,
clorexidina, triclosan, zedlito de prata e zinco, nanoparticulas de prata metalica e
diéxido de titanio>!92028:29.40414348 5055717886\ ma vez que sdo gradualmente
liberados, apresentam como desvantagens a perda das propriedades
antimicrobianas com o tempo, toxicidade a mucosa do paciente e prejuizos as
propriedades mecanicas do material®’*%%+7"7®

Pesquisas recentes tém buscado entdo, alternativas que reduzem a
suscetibilidade dos materiais odontolégicos a adesdo microbiana, como o
tratamento superficial com plasma®™®. Outra vertente, ttm sido a adicdo de

37,64,65

agentes antimicrobianos, como compostos de amonio quaternario , que néo

dependem da sua liberacdo e que ao serem incorporados aos materiais
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odontoldgicos se ligam quimicamente a estes, passando a integrar-se a matriz do
material.

De uma maneira semelhante, este estudo incorporou a uma resina
acrilica um polimero policatidnico, o poli(2-tert-butilaminoetil) metacrilato, que
apresenta grupos amina livres em uma das extremidades de sua molécula e exibe
uma alta atividade antimicrobiana’’. Este polimero, até 0 momento, ainda ndo
incorporado a um material odontoldgico, exerce sua atividade antimicrobiana por
meio do contato direto com 0 microrganismo e ainda apresenta uma baixa
solubilidade em agua *>"""

Neste estudo, apo6s a sintese do polimero poli(2-tert-butilaminoetil)
metacrilato (PTBAEMA) e sua incorporacdo na resina acrilica Lucitone 550 nas
concentracOes de 0, 10 e 25%, avaliou-se a capacidade desta resina de inibir a
formacéo de biofilmes de S aureus, S. mutans e C. albicans.

Os resultados encontrados demonstraram que a resina acrilica contendo
10% e 25% de PTBAEMA exerceu um efeito consideravel na inibigdo de biofilme
de S. aureus e S. mutans. O grupo contendo 10% de PTBAEMA reduziu
significantemente a quantidade de biofilme de S. aureus e S. mutans formados
sobre 0s espécimes quando comparado ao grupo controle. J& na concentracdo de
25%, a contagem de células viaveis de S. aureus e S. mutans foi igual a zero,
concluindo-se que houve uma completa inibicdo na formacédo de biofilme destes
microrganismos sobre o0s espécimes contendo esta concentracdo. Estes fatos
evidenciam uma relagdo dose-resposta do PTBAEMA, semelhante a outros

agentes antimicrobianos incorporados em resinas acrilicas?®2%%4,
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Apesar de diferentes materiais e concentragdes do polimero
PTBAEMA utilizadas, resultados semelhantes foram observados em outros
estudos®*""8 Em 2006, Seyfriedsberger, Rametsteiner e Kern'’ investigaram as
propriedades antimicrobianas de um polietileno contendo diferentes concentragfes
do polimero poli (2-tert-butilaminoetil) metacrilato e também observaram que o
namero de UFC/ml de S. aureus reduziu a zero ap6s 24 horas de contato com
grupos contendo PTBAEMA. Também em 2006, achados de Ignatova et al.®,
mostraram que um ago inoxidavel revestido por PTBAEMA reduziu a adeséo de
S. aureus em 99,9%. Achados semelhantes também foram encontrados por Lenoir
et al.* (2006) e Thomassin et al.* (2007) apés avaliacdo das propriedades
antimicrobianas de compostos incorporados com polimero poli(2-tert-
butilaminoetil) metacrilato frente a bactéria E. coli, em que o nimero de bactérias
foi totalmente eliminado apds determinado periodo de tempo.

O mecanismo de acdo do polimero poli (2-tert-butilaminoetil)
metacrilato é explicado pela presenga de grupos amina livres em uma das
extremidades da cadeia polimérica que tem o potencial de substituir os cations
divalentes, Ca®* e/ou Mg?®*, presentes na parede celular de bactérias, provocando
assim o deslocamento desses ions, consequentemente acarretando no aumento da
permeabilidade celular, desorganiza¢do da membrana, lise das células e na morte
das bactérias®’.

As espécies bacterianas testadas, S. aureus e S mutans sdo

classificadas em bactérias gram-positivas e portanto apresentam caracteristicas
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semelhantes, 0 que justifica terem apresentado comportamentos parecidos frente
as condic¢des experimentai s avaliadas neste estudo.

Um fator limitante deste estudo € a avaliacdo da capacidade de inibir a
formacdo de biofilme de uma Unica espécie, ao invés de investigar a atividade
antimicrobiana do PTBAEMA sobre a formacdo de biofilme contendo espécies
fangicas e espécies bacterianas aerobias e anaerObias, 0 que representaria as
condigdes mais proximas aquelas encontradas na cavidade bucal. De acordo com

Park et al.%°,

a interacdo entre diferentes espécies poderia influenciar a formacao
de biofilme sobre a resina acrilica. Thein, Samaranayake e Samaranayake®
encontraram interacdo de forma complexa entre diferentes espécies bacterianas e
C. albicans na modulagao da matriz do biofilme bacteriano/fingico. Apesar de ter
sido avaliado isoladamente, estas interaces entre diferentes espécies ressaltam a
importancia dos resultados encontrados neste estudo frente ao microrganismo S.
mutans, uma vez que € considerado um dos colonizadores priméarios do biofilme
oral e portanto estdo fortemente envolvidos com as fases iniciais de formacao de
biofilme, produzindo matriz extra-celular de polissacarideo e facilitando a ades&o
de outros microrganismos, como por exemplo de C. albicans**®,

Em relacdo a C. albicans, os grupos contendo as diferentes
concentracds de PTBAEMA, 10 e 25%, ndo exerceram atividade antimicrobiana
sobre a formacdo de biofilme desta espécie. Esses achados divergem dos
resultados encontrados por Park, Periathamby e Loza®, em 2003, e Park et al.”

em 2008. Esses autores incorporaram &cido metacrilico a uma resina acrilica para

base protética e observaram uma redugdo no nimero de C. albicans aderidas. Essa
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divergéncia de resultados pode estar relacionada com a capacidade de interacdo de
cada agente com a parede celular fungica®*®?. A parede celular dos fungos é
constituida basicamente por quitina, B-glucanos e manoproteinas, sendo estes
presentes na camada externa, conferindo caracteristicas anidnicas a parede celular
dos fungos®. Dessa forma, os autores concluiram que o 4cido metacrilico propicia
um ambiente de repulsdo eletrostatica pela interacdo da carga negativa da
superficie do material modificado com a carga negativa da parede celular da C.
albicans®®. Baseando-se neste raciocinio, a superficie da resina acrilica contendo
PTBAEMA apresentaria carga positiva devido natureza policationica deste
polimero, resultando em uma superficie com atracdo eletrostatica pela carga
negativa da parede celular da C. albicans. Este fato entdo, justificaria a formacgéo
de biofilme de C. albicans na superficie dos espécimes contendo PTBAEMA.
Entretanto, além da interacdo de forgas eletrostaticas entre a superficie e o
microrganismo, outros fatores como rugosidade superficial, polaridade, presenca
de saliva e hidrofilicidade do substrato influenciam na formacdo de biofilme de
Candida*"®, o que aponta a necessidade de futuras investigacies para maiores
esclarecimentos dos resultados obtidos neste estudo.

Apesar de ndo inibir a formacdo de biofilme de C. albicans, os
resultados da incorporacdo do PTBAEMA a resina acrilica testada podem ser
considerados promissores, uma vez que apresentou propriedade bactericida. O
qgue justificaria sua aplicabilidade na clinica odontoldgica, como o
desenvolvimento de resinas acrilicas autopolimerizaveis com propriedade

antibacteriana. Estas resinas sdo rotineiramente utilizadas na confecgéo de coroas
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provisorias e ao apresentarem propriedades antibacterianas possivelmente
evitariam o acumulo de placa bacteriana, reduzindo problemas periodontais
comumente observados apdés a instalacio destas coroas®. Além disso, a
incorporacdo de PTBAEMA em dispositivos médicos poderia ser uma ferramenta
poderosa no controle de infec¢des hospitalares, em que Staphylococcus aureus sao
responsaveis por elevada morbidade e mortalidade®.

Entretanto, mais investigacbes teodricas e experimentais sobre 0s
polimero PTBAEMA serdo necessarias para elucidacdo de suas propriedades e
comprovacao de sua aplicabilidade clinica. Assim, outros estudos deverdo ser
conduzidos para determinar a citotoxicidade deste polimero e avaliar possiveis
alteracGes nas propriedades da resina acrilica em decorréncia da incorporacgdo de
PTBAEMA, tais como a resisténcia flexural, rugosidade superficial, dureza

Vickers e estabilidade de cor da resina acrilica.
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De acordo com a metodologia empregada e dentro das limitagdes
deste estudo, conclui-se que:

1) A resina acrilica Lucitone 550 contendo 10% de PTBAEMA
apresentou efeito bacteriostatico na formagdo de biofilme de S. aureus e S.
mutans;

2) A presenca de PTBAEMA a 25% desempemhou uma atividade
bactericida frente aos biofilmes de S. aureus e S. mutans;

3) As concentracOes de 10 e 25% de PTBAEMA ndo tiveram efeito

significante na formacao de biofilme de C. albicans.
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Tabela Al- Dados dos valores originais (UFC/mL) em notagdo cientifica das
duplicatas referentes ao microrganismo S. aureus nos grupos avaliados (0, 10 e

25% de PTBAEMA)

Grupo 0% Duplicata 1 Duplicata2 Média

Espécime 1 9,40E+06  1,01E+07 9,74E+06
Espécime 2 9,72E+06  6,96E+07 3,97E+07
Espécime 3 4,00E+04  8,00E+04 6,00E+04
Espécime 4 2,32E+07  2,40E+07 2,36E+07
Espécime 5 4,92E+06  4,32E+06  4,62E+06
Espécime 6 1,28E+06  2,24E+06 1,76E+06
Espécime 7 1,44E+07  2,12E+07 1,78E+07
Espécime 8 3,08E+07  2,80E+07 2,94E+07
Espécime 9 2,56E+07  2,04E+07 2,30E+07
Espécime 10 1,40E+07  1,20E+07  1,30E+07

Grupo 10% Duplicatal Duplicata2 Média

Espécime 1 4,00E+05  2,80E+05 3,40E+05
Espécime 2 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00
Espécime 3 4,00E+04  2,40E+05 1,40E+05
Espécime 4 8,00E+04  1,20E+05 1,00E+05
Espécime 5 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00
Espécime 6 4,00E+04  0,00E+00 2,00E+04
Espécime 7 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00
Espécime 8 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00
Espécime 9 6,00E+05  9,60E+05 7,80E+05
Espécime 10 3,44E+06  2,48E+06 2,96E+06
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Grupo 25% Duplicatal Duplicata2 Média

Espécime 1 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00
Espécime 2 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00
Espécime 3 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00
Espécime 4 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00
Espécime 5 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00
Espécime 6 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00
Espécime 7 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00
Espécime 8 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00
Espécime 9 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00
Espécime 10 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00

Tabela A2- Dados dos valores originais (UFC/mL) em notacdo cientifica das
duplicatas referentes ao microrganismo S. mutans nos grupos avaliados (0, 10 e

25% de PTBAEMA).

Grupo 0% Duplicatal Duplicata2 Média

Espécime 1 5,00E+06 3,20E+06  4,10E+06
Espécime 2 4,20E+07 2,12E+06  2,21E+07
Espécime 3 1,24E+07 1,48E+07  1,36E+07
Espécime 4 1,48E+07 2,12E+07  1,80E+07
Espécime 5 1,92E+05 2,40E+05  2,16E+05
Espécime 6 5,00E+06 5,48E+06  5,24E+06
Espécime 7 2,00E+06 1,60E+06  1,80E+06
Espécime 8 5,60E+06 5,04E+06  5,32E+06
Espécime 9 3,60E+06 2,04E+06  2,82E+06
Espécime 10 4,80E+05 4,40E+05  4,60E+05
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Grupo 10%  Duplicatal Duplicata2 Média
Espécime 1 3,20E+05 3,64E+05  3,42E+05
Espécime 2 1,24E+05 1,36E+05 1,30E+05
Espécime 3 1,76E+05 1,68E+05 1,72E+05
Espécime 4 8,40E+04 8,00E+04  8,20E+04
Espécime 5 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00
Espécime 6 1,80E+05 2,00E+05 1,90E+05
Espécime 7 2,88E+06 2,32E+06  2,60E+06
Espécime 8 2,80E+05 3,32E+05  3,06E+05
Espécime 9 5,20E+04 1,12E+05  8,20E+04
Espécime 10 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00
Grupo 25% Duplicatal Duplicata2 Meédia
Espécime 1 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00
Espécime 2 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00
Espécime 3 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00
Espécime 4 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00
Espécime 5 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00
Espécime 6 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00
Espécime 7 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00
Espécime 8 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00
Espécime 9 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00
Espécime 10 0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00
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Tabela A3- Dados dos valores originais (UFC/mL) em notacdo cientifica das
duplicatas referentes ao microrganismo C. albicans nos grupos avaliados (0, 10 e

25% de PTBAEMA)

Grupo 0%  Duplicatal Duplicata2 Média

Espécime 1 6,92E+05 7,00E+05  6,96E+05
Espécime 2 5,36E+05 4,44E+05  4,90E+05
Espécime 3 4,44E+05 5,08E+05  4,76E+05
Espécime 4 3,00E+05 2,88E+05  2,94E+05
Espécime 5 4,20E+05 3,40E+05  3,80E+05
Espécime 6 1,32E+05 1,72E+05  1,52E+05
Espécime 7 2,48E+05 2,08E+05  2,28E+05
Espécime 8 5,16E+05 5,36E+05  5,26E+05
Espécime 9 4,28E+05 5,40E+05  4,84E+05
Espécime 10 5,00E+05 3,08E+05  4,04E+05

Grupo 10% Duplicatal Duplicata2  Média

Espécime 1 1,40E+06 1,28E+06  1,34E+06
Espécime 2 5,16E+05 6,60E+05  5,88E+05
Espécime 3 2,00E+06 2,20E+06  2,10E+06
Espécime 4 2,64E+05 3,08E+05  2,86E+05
Espécime 5 2,40E+05 2,08E+05  2,24E+05
Espécime 6 9,20E+04 8,40E+04  8,80E+04
Espécime 7 1,80E+06 1,48E+06  2,52E+05
Espécime 8 1,24E+06 1,20E+06  2,52E+05
Espécime 9 1,36E+05 2,20E+05  2,52E+05
Espécime 10 1,60E+06 1,24E+06  2,52E+05
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Grupo 25%  Duplicatal Duplicata2  Média
Espécime 1 3,08E+05 2,76E+05  2,92E+05
Espécime 2 3,08E+05 3,16E+05  3,12E+05
Espécime 3 3,16E+05 2,92E+05  3,04E+05
Espécime 4 2,40E+05 1,88E+05  2,14E+05
Espécime 5 3,00E+05 2,88E+05  2,94E+05
Espécime 6 1,56E+05 1,04E+05  1,30E+05
Espécime 7 1,48E+05 1,52E+05  1,50E+05
Espécime 8 2,20E+05 2,36E+05  2,28E+05
Espécime 9 2,96E+05 2,84E+05  2,90E+05

Espécime 10 1,92E+05 2,32E+05  2,12E+05
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