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vida e a prova de que as pessoas ndo se encontram por acaso.”

Charles Chaplin



A0S meus irmaos de coracao

Camilinha, Eduardo, Erica e Roberta

Os irmaos de sangue sdo aqueles que nossos pais nos déao, que, com
certeza, estardo sempre presentes em todos os momentos da nossa vida...
Mas os irméos de coracao sdo aqueles que a vida pde em nossos caminhos
e gque a gente escolhe e ama como se fossem nossos irméos de verdade...
Cada um de vocés apareceu em um momento da minha vida, uns ha mais
tempo, outros mais recentemente, mas o amor, carinho, cumplicidade,
respeito e admiracdo que nos cercam s0 me fazem agradecer por té-los
comigo! N&o posso deixar de agradecer a cada um a imensa e
fundamental ajuda para a realizacdo deste trabalho. Esta tese, com certeza,
€ um pouco de vocés também!!!

C4, vocé é muito mais que uma colega de P0s-Graduacdo, uma
amiga da faculdade ou parceira de laboratdrio. Nossa amizade foi
construida dia a dia e desejo sempre o melhor para vocé: sucesso,
realizag@o profissional, mas acima de tudo, que vocé seja extremamente
feliz!!! Te admiro muito!!! Vocé € uma amiga muito especial!!!!

Du, vocé é o mais precioso presente que a Pds-Graduacdo me
trouxe! Tenha certeza que esta etapa da minha vida sO esta se
completando porque vocé esteve sempre ao meu lado, sendo meu
cumplice, amigo, colaborador essencial. Foi para vocé que partilhei todas
as angustias, desesperos, duvidas e frustragdes sobre todos os aspectos da
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Erikita, nosso encontro foi de almas irmas! Nos identificamos de
imediato, partilhamos tantos momentos de cumplicidade, amizade
fraterna, companheirismo. Dividimos muito mais que almogos,
refrigerantes ou cafezinhos no meio da manhd, dividimos nossas
experiéncias de vida, nossos momentos de felicidade e fraqueza, nossa
raiva e revolta de situacdes adversas. Vocé € muito mais que a técnica
fundamental do laboratério de microbiologia, vocé é uma verdadeira
“mana” para mim! Desejo imensamente continuar participando da sua
vida!

RO, estes 9 anos de convivéncia nos fizeram conhecer uma a outra
pelo olhar, pela voz ao telefone e até mesmo pelo siléncio. Obrigada por
aturar meus momentos de estresse, depressdao e minhas inconstancias de

humor, e, principalmente por ndo desistir da nossa amizade!!

“Amigo € antes de tudo "certeza", seu modo de agir é seguro e sua
esperanca tranquiliza. Ele ndo apenas traz seguranca. Ele é um pouco do
que SOMOS €, por iSSO Mesmo, NOs assegura que nunca estamos sem apoio.
Amigo ndo concorda em tudo, eles dizem verdades que doem mas
também dizem verdades que curam! Corre risco de perder uma amizade,
mas nado deixa de sempre dizer a VERDADE!

As mais bonitas sementes de uma amizade sdo plantadas em um

coracdo puro onde horizontes ndo possuem barreiras e o infinito e apenas
0 comego!

Muitos dizem que quem encontrou um amigo encontrou um

tesouro, muitos dizem que amizade verdadeira dura para sempre, as
amizades nascem do acaso ou de alguma forca que faz de uma simples
brincadeira unir duas pessoas, e a cumplicidade vai ganhando corpo e o
desejo de estar junto vai aumentando e com ele a sensagdo sempre boa do

poder partilhar e de doar!



A muitos se diz que o amigo verdadeiro se faz presente nos

momentos mais dificeis da vida, naqueles momentos em que a dor parece
querer superar o desejo de viver, amizade maior € aquela que 0 amigo seja
capaz de estar ao lado do outro no momento de gloria!”

Gabriel Chalita

“...0s amigos sdo para toda a vida, ainda que nao estejam conosco a vida
inteira. [...] Amizade nédo ¢é dependéncia, submissdo. N&o se tem amigos
para concordar na integra, mas para revisar os rascunhos e duvidar da
letra. E independéncia, é respeito [...] O que é mais importante: a
proximidade fisica ou afetiva?[...]JAssim como h& os amigos imaginarios
da infancia, ha os amigos invisiveis da maturidade. Aqueles que nao
estdo perto podem estar dentro. [...] Amigo € o que fica depois da
ressaca. E glicose no sangue. A serenidade.”

Fabricio Carpinejar



“FILHOS BRILHANTES ALUNOS FASCINANTES

Bons filhos conhecem o prefacio da historia de seus pais. Filhos brilhantes véo
muito mais longe, conhecem os capitulos mais importantes das suas vidas.

Bons jovens se preparam para o sucesso. Jovens brilhantes se preparam para as
derrotas. Eles sabem que a vida é um contrato de risco e que ndo h& caminhos sem
acidentes.

Bons jovens tem sonhos ou disciplina. Jovens brilhantes tem sonhos e
disciplina. Pois sonhos sem disciplina produzem pessoas frustradas, que nunca
transformam seus sonhos em realidade, e disciplina sem sonhos produz servos, pessoas
que executam ordens, que fazem tudo automaticamente e sem pensar.

Bons alunos escondem certas intengbes, mas alunos fascinantes sdo
transparentes. Eles sabem que quem ndo é fiel a sua consciéncia tem uma divida
impagavel consigo mesmo. Nao querem, como alguns politicos, o sucesso a qualquer
preco. SO querem 0 sucesso conquistado com suor, inteligéncia e transparéncia. Pois
sabem que é melhor a verdade que doi do que a mentira que produz falso alivio. A
grandeza de um ser humano ndo esta no quanto ele sabe mas no quanto ele tem
consciéncia que nédo sabe.

O destino ndo € frequentemente inevitavel, mas uma questao de escolha. Quem
faz escolhas, escreve sua propria histdria, constroi seus proprios caminhos.

Os sonhos ndo determinam o lugar onde vocés vdo chegar, mas produzem a
forca necessaria para tira-los do lugar em que vocés estdo. Sonhem com as estrelas
para que VOcés possam pisar pelo menos na Lua. Sonhem com a Lua para que VOCEs
possam pisar pelo menos nos altos montes. Sonhem com os altos montes para que
vocés possam ter dignidade quando atravessarem os vales das perdas e das frustracdes.
Bons alunos aprendem a matematica numérica, alunos fascinantes vao além, aprendem
a matematica da emocdo, que ndo tem conta exata e que rompe a regra da logica.
Nessa matematica vocé s6 aprende a multiplicar quando aprende a dividir, s6 consegue
ganhar quando aprende a perder, s6 consegue receber, quando aprende a se doar.

Uma pessoa inteligente aprende com 0s seus erros, uma pessoa sabia vai além,
aprende com os erros dos outros, pois é uma grande observadora.

Procurem um grande amor na vida e cultivem-no. Pois, sem amor, a vida se
torna um rio sem nascente, um mar sem ondas, uma historia sem aventura! Mas, nunca
esquecam, em primeiro lugar tenham um caso de amor consigo mesmos.”

Augusto Cury
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cunhada, irmd que a senhora é! Descobri que temos histdrias de vida
semelhantes em alguns aspectos e partilhamos do mesmo valor e atencéo

a familia, o que torna nosso lago ainda mais forte!

“Aos velhos e jovens professores, a0s mestres de todos os tempos

que foram agraciados pelos céus por essa missao tao digna e feliz. Ser
professor é um privilégio. Ser professor é semear em terreno sempre fértil
e se encantar com a colheita. Ser professor é ser condutor de almas e de

sonhos, € lapidar diamantes.”
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Resumo

Izumida FE. Efetividade de vernizes fotopolimerizaveis experimentais na
adesdo e formacdo de biofilme multiespécies e sua associacdo com a escovacao na
remocdo e recolonizacdo do biofilme em uma resina acrilica para base de protese
[Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2013.

Resumo

Este estudo avaliou dois vernizes experimentais (M e P) em trés diferentes
concentracdes (25, 30 e 35%) na prevencdo da adesdo e formacdo de biofilme
multiespécies (Candida albicans, Candida glabrata e Streptococcus mutans) e sua
associagdo com a escovacgdo na remocao do biofilme e sua recolonizacdo. Corpos-de-
prova lisos e rugosos de uma resina acrilica foram confeccionados e divididos em
grupos experimentais, de acordo com o verniz e concentracdo, além de grupos controle
(sem verniz). Metade das amostras foi exposta em saliva (30 minutos). Posteriormente,
realizou-se a adesdo (90 minutos) ou a formacédo do biofilme multiespécies (48 horas).
Para a avaliacdo da capacidade de remocdo do biofilme aderido, corpos-de-prova
contaminados foram escovados (30 segundos) e para a recolonizacdo, além da
escovacao, as amostras foram incubadas por periodo adicional de 48 horas. Os micro-
organismos remanescentes foram mensurados pelos ensaios de XTT e UFC. Para 0s
testes de adesd@o e formacédo do biofilme, 0s grupos experimentais apresentaram, em
geral, menor absorbancia comparados com o controle, porém esta diferenca ndo foi
significante para a contagem de col6nias, exceto para o S. mutans na formacdo do
biofilme. A rugosidade, em geral, ndo promoveu alteracdo em qualquer dos testes
realizados. A saliva ndo promoveu alteracGes na adesdo dos micro-organismos, mas
alterou a quantidade de biofilme formado. Houve remocédo efetiva do biofilme com a
escovacdo e com a recolonizacdo. Conclui-se que os vernizes fotopolimerizaveis
experimentais reduziram discretamente a adesdo e formac&o do biofilme. Além disso,

a escovacdo foi efetiva na remocdo e recolonizacdo do biofilme multiespécies.

Palavras — Chave: resinas acrilicas, saliva, biofilmes, Candida albicans, Candida

glabrata, Streptococcus mutans.






Ubstract

Izumida FE. Effectiveness of experimental coatings in adhesion and biofilm
formation of multi-species biofilm and its association with brushing on biofilm
removal and their recolonization in an denture base acrylic resin [Tese de Doutorado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2013.

Abstract

This study evaluated the ability of two experimental coatings (M and P) at 25,
30 and 35% concentrations to modify the surface characteristics of a denture base resin
and prevent the adhesion and biofilm formation of multi-species, as well as the
effectiveness of brushing on biofilm removal and their recolonization. Specimens with
smooth and rough surfaces were prepared and divided into experimental groups,
according to the coating and concentration, and controls group (without coating). A
half of specimens were exposed to saliva (30 minutes). The microorganisms adhesion
(Candida albicans, Candida glabrata and Streptococcus mutans) was performed for
90 minutes and the biofilm formation was performed for 48 hours. For effectiveness of
toothbrushing in biofilm elimination test, contaminated specimens with biofilm were
exposed to toothbrushing in a brushing machine (30 seconds) and for recolonization,
after brushing, the specimens were incubated again for 48 hours. Microorganisms
quantification was measured by XTT and UFC tests. The adhesion and biofilm
development showed that the experimental groups were, in general, lower absorbance
compared with the control, but this difference was not significant for colony counting,
except for S. mutans in biofilm formation. The roughness, in general, did not cause
any change in all tests performed. Saliva did not change the adhesion of
microorganisms, but reduce the biofilm formation. There was effective biofilm
removal with brushing and recolonization tests. It was concluded that the experimental
photopolymerised coatings slightly reduced adhesion and biofilm formation.
Furthermore, toothbrushing was effective in multi-species biofilm removal and their

recolonization.

Key-Words: acrylic resins, saliva, biofilms, Candida albicans, Candida glabrata,

Streptococcus mutans.
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1 Introducéo

Os micro-organismos do género Candida sdo as espécies mais comumente
associadas ao desenvolvimento de uma infeccdo nos tecidos orais pelo uso continuo de
préteses removiveis, denominada estomatite protética™. Esta patologia acomete cerca

de 65% dos portadores de proteses removiveis*" "

e é caracterizada clinicamente por
diferentes graus de inflamacdo da mucosa palatal em contato com a superficie da
protese, variando desde petéquias a inflamacao generalizada com hiperplasia papilar®.
Os fatores que podem contribuir para a instalacdo dessa doenca vao desde alteracbes

sistémicas’® e higienizagdo bucal deficiente®

até caracteristicas superficiais da resina
acrilica de base de protese, como a hidrofobicidade e a rugosidade superficial, os quais
contribuem para a adesdo de micro-organismos, etapa crucial na formacdo do

biofilme!l: 6% 69 71, 91, 98

Tem sido relatado que superficies moderadamente
hidrofébicas facilitam a aderéncia enquanto superficies hidrofilicas e fortemente
hidrofébicas limitam a aderéncia celular’®. No caso da rugosidade superficial, é clara a
associacdo da colonizacdo microbiana e 0 aumento da rugosidade, uma vez que
superficies rugosas apresentam uma maior area de superficie e atuam como nichos
para 0s micro-organismos, favorecendo assim a aderéncia® ® 69 84 93,94, 121, 122,129, 136
Com base nestes aspectos, a prétese pode atuar como um reservatério de micro-

15, 14
5,0e

organismos e colaborarem para a manutencdo de quadros infecciosos locais
sistémicos.
A colonizacdo das proteses por micro-organismos pode também ser

influenciada pela pelicula adquirida’” ™

, @ qual é uma camada acelular constituida por
proteinas, glicoproteinas e lipideos’. O condicionamento salivar sobre uma superficie
se inicia segundos apds a exposi¢cdo ao ambiente bucal e no primeiro minuto,
componentes salivares especificos sdo detectados, seguidos por adesdo espaco-
temporal de diferentes espécies e cepas bacterianas*®. Estes colonizadores primarios
(em geral do género Streptococcus e Actinomyces) multiplicam-se sobre o substrato e
formam micro-coldnias'®, seguido do aumento da diversidade microbiana, por
bactérias mais patogénicas e espécies e cepas comensais, até atingir uma comunidade
climax®® 8 Dhir et al.®! (2007), relataram que a pelicula adquirida formada sobre a
superficie de polimetilmetacrilato (PMMA) n&o apresenta alguns componentes
encontrados na pelicula adquirida do esmalte, tais como a histatina e estaterinas
salivares. Segundo o0s autores, a auséncia destas importantes moléculas de defesa nas

superficies protéticas pode ser atribuida a falta de carga iénica no PMMA, o que pode
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ser responsavel pela diminuicdo da funcdo protetora da pelicula adquirida na protese,
levando a uma maior adesdo de micro-organismos. Este mesmo efeito na adeséo
inicial dos micro-organismos sobre a superficie acrilica também pode ser observada
em outros estudos® ™. Entretanto, a literatura ndo é unanime no papel da saliva
durante a colonizacao inicial e consequente formacéo do biofilme, uma vez que vérios
estudos relataram que o pré-tratamento com saliva promoveu redugdo da adesdo de

84, 95, 109, 112, 129

micro-organimos , enguanto outros autores ndo observaram qualquer

efeito ou até mesmo o aumento da colonizacio microbiana®® 16> ©8.123. 137,

O biofilme formado sobre a superficie das proteses é caracterizado por uma
comunidade complexa de micro-organismos associados, envolta por uma matriz de
polissacarideos, o que favorece a proliferacéo e a sobrevivéncia dos mesmos® & 2% 3
47, 50, 66, 67, 83, 96, 100. 103 " 3 pjofilme apresenta vantagens aos micro-organismos se
comparado com a colbnia microbiana, uma vez que possibilita melhor comunicacgao
entre as células em fungdo da continuidade entre elas, o que facilita as atividades
bioquimicas, maior proliferacdo e acesso a nichos e recursos que nao poderiam ser
utilizados por células isoladas. Ainda, o biofilme favorece a defesa coletiva contra a
acéo de remocao pela saliva e de agentes microbianos™™.

O modelo de biofilme monoespécie ndo é organizado em comunidades tdo
complexas como ocorre nos biofilmes de multiespécies, que envolvem bactérias e
fungos'?®. Estudos in vitro tem indicado a possibilidade de forte e complexa interacéo
inter e intraespécies nas comunidades mistas, incluindo reacfes de comensalismo,

8. 124 o mutualismo® ***. Um bom exemplo de interacdo mutuamente

antagonismo
benéfica é a co-agregacdo, um fenémeno que acontece em biofilme oral e aquatico'®.
Isso ocorre quando duas ou mais cepas geneticamente distintas interagem por
reconhecimento especifico célula-célula®®.

Tendo em vista que as préteses ficam em contato direto com a mucosa palatal
e, consequentemente, com uma variedade de micro-organismos no qual podem habitar
estas superficies protéticas, € possivel presumir que o biofilme formado sobre estas
superficies tenha a mesma complexidade e variedade microbiana que a mucosa
subjacente” *. Assim, embora o género Candida, em especial a C. albicans, seja

predominante e mais patogénico'® % *°

, outras espécies como C. tropicalis, C. krusei,
C. glabrata e C. parapsilosis também podem ser encontradas nos biofilmes formados
nas superficies protéticas*® ***. Além disso, micro-organismos como o Streptococcus

mutans e outras espécies bacterianas também constituem componentes importantes do
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biofilme da prétese® ° ™ 1%, Varios estudos demonstram a habilidade de crescimento
de C. albicans e S. mutans isoladamente, mas poucos relatam a interagdo que pode
ocorrer quando ambas as espécies colonizam simultaneamente o mesmo nicho®.
Pereira-Cenci et al.”® (2008) constataram que a presenca de S. mutans em biofilme
multiespécie contendo C. albicans e C. glabrata promoveu o crescimento das duas
espécies de Candida nas condi¢bes experimentais, sugerindo que pode ter ocorrido
estimulo para o crescimento mutuo de micro-organismos como também co-agregacéo,
aumentando o processo de adesdo. Dessa forma, os autores concluiram que a interacao
da C. albicans com outros micro-organismos pode determinar sua viruléncia. De
Andrade et al.?® (2012) relataram que o S. mutans facilitam a aderéncia de células de
C. albicans sobre a base da protese e mucosa, principalmente através da producdo de
matriz extracelular. Ainda, segundo os autores, as bactérias aumentam a acidez do
meio, o que fornece condigdes para o crescimento fangico.

O tratamento para a estomatite protética € tdo complexo quanto a propria
patologia®. Modalidades tradicionais de tratamento incluem a utilizagdo de agentes
antifangicos, de aplicacdo tdpica ou sistémica, dependendo da severidade da
infeccdo®. Gomes et al. *° (2011), relataram que o fluconazol tem sido o agente
antifungico de escolha para o tratamento sistémico e da mucosa infectada por Candida
sp. Segundo os autores, a difusdo na utilizagdo deste fa&rmaco pode ser atribuida a sua
elevada biodisponibilidade, baixa hepatoxicidade, custo reduzido e possibilidade de
administracdo oral e intravenosa. Entretanto, o desenvolvimento de resisténcia aos
componentes azois tem sido observado em VvAarios micro-organismos, em particular
para a C. albicans, o que pode levar a formacdo de micro-organismos seletivos, além
de favorecer o aparecimento de infeccGes de espécies por Candida nao-albicans.
Dentro deste contexto, a infeccdo por C. glabrata, a qual é naturalmente mais
resistente aos agentes antifungicos, esta fortemente associada a infeccbes sistémicas
generalizadas com elevada taxa de mortalidade®. Além disso, estudos tem
demonstrado que a reincidéncia de estomatite protética apds a supressdo do tratamento

6, 31, 64, 62, 65

é bastante frequente (cerca de 50% dos casos) , salvo 0s casos em que a

superficie da protese seja modificada com o objetivo de eliminar as hifas de

Candida®. Dessa forma, o tratamento dessa patologia deveria incluir também a

remocdo ou inativagdo dos micro-organismos presentes nas proteses®” 1 com a

finalidade de evitar a reinfeccéo da mucosa do paciente® ?’.
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A remocdo do biofilme das proteses através de métodos mecéanicos, quimicos

ou a associacdo destes é largamente discutido na literatura® 2% 29 41 9. 94,118,128 pyq

acordo com Paranhos et al.*

(2009), uma apropriada higiene das préteses € um
importante fator para a manutencdo de uma mucosa saudavel, assim como a saude em
geral, especialmente em idosos. Tem sido relatado que a higienizacdo das proteses

95, 28, 29
H

com escova e creme dental € um dos métodos mecanicos mais utilizados uma

Vez que apresenta como vantagens a simplicidade, custo acessivel e efetividade®* 3
°%.92.9% Kulak et al.%, em 1997, relataram que, se realizada corretamente, a escovagéo
remove a placa acumulada eficientemente. Embora a capacidade de remocdo do
biofilme seja comprovada, a acdo abrasiva do dentifricio durante a escovacdo pode
resultar em desgaste e aumento da rugosidade da superficie da resina, facilitando a

adesdo de micro-organismos?® 2 > %

e, consequentemente, a formacdo de biofilme.
Dessa forma, a utilizacdo de agentes de limpeza com menor acdo abrasiva ou sem
abrasivos poderia reduzir as desvantagens dos dentifricios. Neste contexto, estudos
recentes utilizaram o sabdo de coco em substituicdo aos dentifricios convencionais
devido a sua menor acdo abrasiva e de degradacéo do material® 468,

Até o momento foram descritos métodos de controle do biofilme apos a
colonizacgdo das proteses. Entretanto, a interdisciplinaridade e a evolugdo conjunta da
engenharia de materiais com a Odontologia tem concentrado esforcos no
desenvolvimento de novos materiais ou no aperfeicoamento de materiais ja existentes,
principalmente no que se refere a reducdo da adesdo de micro-organismos nha
superficie protética, o que traduziria em grande alternativa terapéutica na prevencao da
estomatite protética.

Estudos tem correlacionado a adesdo de micro-organismos as superficies
poliméricas com a acdo de atracdo hidrofdébica, energia livre de superficie e forcas de
repulsdo eletrostaticas ou potencial zeta® *.

Para as superficies hidrofobicas, como o PMMA, unidades monoméricas
expostas na superficie interagem com dominios hidrofébicos das proteinas por
ligacdes hidrofébicas fortes®®, mais propriamente denominadas forcas de atracdo
London Van der Waals™. A cinética da interacdo entre polimeros e fungos demonstra
cooperacdo negativa (como as leveduras estdo unidas ao polimero ocorre uma forca
negativa simultanea)™. Dessa forma, as interacdes de atracdo hidrofobicas podem
resultar numa tendéncia para maior adesdo dos micro-organismos a superficies

hidrofobicas do que a superficies hidrofilicas. A contribuicdo das interacfes
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eletrostéticas entre 0s micro-organismos e as superficies poliméricas é secundaria as
forcas hidrofébicas, porque o processo de aderéncia ocorre na presenca de forcas
repulsivas®. As superficies plasticas apresentam graus variaveis de carga superficial
liquida negativa; similarmente, todas as células vivas (incluindo as leveduras e
bactérias) apresentam carga superficial negativa. Assim, as interagdes de carga
negativa-negativa, isto é, as interacdes que podem ocorrer entre os polimeros e
leveduras e entre leveduras e leveduras podem ser esperadas para criar uma condicao
de ligacdo negativa cooperativa ou repulsio eletrostatica>. Entretanto, outros fatores,
tais como o tamanho ou forma do micro-organismo, exercem importante influéncia
sobre a adesdo das leveduras aos polimeros.

Além disso, polimeros com grupos idnicos de fortes dipolos tendem a ser
hidrofilicos, resultando em aumento da energia livre de superficie das superficies
poliméricas. Pela compreensdo do efeito das interacGes eletrostaticas na adesdo da C.
albicans ao PMMA, pode ser sugerido que materiais de base de protese que sejam
carregados positivamente podem prevenir a adesdo de C. albicans e reduzir assim o
desenvolvimento da estomatite protética®®. A modificacdo quimica da carga superficial
da resina de base de protese traduz uma nova alternativa na prevencéao da adesao de C.
albicans®.

A adsorcdo de proteinas € um dos fenbmenos mais importantes na
determinacdo da biocompatibilidade dos materiais. Em geral, as proteinas se aderem a
uma superficie apds poucos minutos de contato do material com os fluidos corporeos
como o sangue, plasma, lagrimas ou saliva®. Para reduzir a adsorcéo proteica, alguns
métodos tem sido descritos, tais como a constru¢do de uma superficie hidrofilica ou
pela modificacdo dos materiais com polimeros hidrofilicos>.

Polimeros hidrofilicos como a polivinilpirrolidona, policrilamida e
polietilenoglicol (PEG), tem sido utilizados para modificar a superficie de materiais
para reduzir a adsorcdo de proteinas e adesdo bacteriana'* ?* '*!. Estes polimeros
promovem a formacdo de uma camada de hidratagdo originada de ligacOes de
hidrogénio. Dessa forma, as moléculas de agua aderidas ao material o tornam mais liso
e hidrofilico, o que tende a reduzir a aderéncia de micro-organismos. Tem sido
demonstrado que a adsorcdo de proteinas nas superficies hidrofilicas é relativamente
fraca comparada com as superficies hidrofobicas, nas quais a adsorcdo de proteinas
tende a ser forte e praticamente irreversivel® *°. Assim, o aumento na hidrofilicidade

no interior das superficies das préteses pode reduzir a adesdo de microrganismos.



Intredugio 29

Outros polimeros, denominados zwiteridnicos, como as fosfatidilcolinas e
sulfobetainas, tem sido estudados por sua capacidade de resistir a adsor¢do de
proteinas e adesdo bacteriana. As caracteristicas ndo agregatorias destes grupos tem
sido atribuidas a formacdo de uma camada de hidratacdo fortemente ligada a superficie
do material, induzida por solvatacdo eletrostaticamente i0nica associada a ligacdes de
hidrogénio, devido ao fato que estes polimeros apresentam carga tanto positiva quanto
negativa, mas preservam a carga total neutra’ 2% 49 53 34.68.70.86. 131 ‘"yasqa forma, os
materiais zwiterionicos podem se ligar mais fortemente a moléculas de &gua
comparado com outros materiais hidrofilicos, devido as interagdes eletrostaticas entre
seus dipolos e as moléculas de 4gua*®. Embora os materiais zwiteriénicos tenham sido
primariamente utilizados para favorecer a hemocompatibilidade dos materiais'” *
estudos demonstraram que a aplicacdo da sulfabetaina na superficie de
polimetilmetacrilato reduziu a adesdo de microrganismos como a P. aeruginosa, S.
epidermidis e S. aureus™" ?* ™ Estes resultados sugerem que a sufobetaina pode
modificar a superficie de proteses com o objetivo de prevenir a estomatite protética.

Em estudos recentes, Lazarin et al. ® ®° (2012 e 2013) avaliaram a efetividade
de quatro vernizes fotopolimerizaveis experimentais, trés a base de mondmeros
hidrofilicos e um contendo mondmeros zwiteribnicos em trés concentracfes na
hidrofobicidade e na reducdo da adesdo de C. albicans em uma resina acrilica. Além
da avaliacdo do efeito da pré exposicdo em saliva nesta adesdo. A quantificacdo
celular foi realizada por meio da coloracdo de cristal violeta ou pelo ensaio de XTT.
Os autores observaram que um verniz contendo mondmero hidrofilico e aquele
contendo o mondmero zwiteridnico foram efetivos na reducdo da adesdo de C.
albicans e podem ser considerados para o tratamento preventivo da estomatite
protética.

Com base nos aspectos apresentados, foi considerado oportuno realizar um
estudo para avaliar a capacidade dois vernizes experimentais (metacrilato de
sulfobetaina — M e 3-hridroxipropil metacrilato - P) em trés concentracfes (25, 30 e
35%), que apresentam em sua formulagdo mondémeros hidrofilicos ou zwiteridnicos,
na prevencdo da adesdo e formacdo e remocao de biofilme multiespécies sobre uma
resina para base de protese. Adicionalmente, o efeito dos vernizes associados a
escovacdo na remocdo e recolonizacdo do biofilme multiespécies também foi

analisado.
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2 Revisdo da Literatura

Klotz et al.>®

(1985) avaliaram a afinidade hidrofobica das células fungicas, por
avaliacdo bifasica agua-hidrocarbono, e medida de angulo de contato dos micro-
organismos e dos substratos (politetrafluorretileno —Teflon; Polietiltereftalato - PET,
polimetilmetacrilato - PMMA e poliestireno) com o objetivo de caracterizar a biofisica
da aderéncia de Candida as superficies poliméricas. Além disso, 0s autores
verificaram o envolvimento das forcas eletrostaticas no processo de aderéncia, por
meio da alteragdo da carga de superficie fangica por bloqueio seletivo dos grupos
amino e carboxil. Os resultados obtidos demonstraram que a hidrofobicidade fungica
foi correlacionada com a tendéncia dos micro-organismos de se aderirem ao
poliestireno, independente do método utilizado (medida do angulo de contato e
avaliacdo bifasica agua-hidrocarbono), exceto para a Candida krusei, o que pode
indicar que essa espécie possui um mecanismo adicional envolvido na aderéncia. Com
relacdo a aderéncia fangica aos polimeros, foi evidente que houve uma relacéo linear
entre 0 nimero de células aderidas por unidade de area e o angulo de contato do
substrato, ou seja, quanto mais hidrofdbica a superficie, maior a aderéncia celular por
unidade de &rea. Quando os autores avaliaram as alteracGes de cargas realizadas nas
superficies fungicas, eles observaram que a carga positiva nos fungos ocasionou uma
alteracdo do comportamento de aderéncia, tornando-os, consideravelmente, mais
aderentes. Diante disso, os autores concluiram que as interacdes eletrostaticas
repulsivas realmente existem, porque na auséncia delas, a aderéncia é aumentada. Eles
ainda puderam supor que essas interacOes eletrostaticas, embora presentes e capazes
de influenciar a cinética de aderéncia sdo menores quando comparadas as forcas
atrativas de London-Van der Walls, ou hidrofobicas, considerando que mesmo na
presenca delas (forcas repulsivas) a adeséo ocorre.

O objetivo do estudo de Kulak et al.®® (1997) foi avaliar o efeito da escovacéo e
imersdo em solucBes desinfetantes na contaminacdo das superficies da prétese por
placa, calculo e microflora. Oito amostras de proteses totais superiores de cinco
pacientes foram utilizadas para o ensaio. Uma das oito amostras foi deixada sem
tratamento — controle - e as demais foram submetidas a imerséo por periodo noturno
em uma das seguintes solugdes desinfetantes: Corega, Dentipur, Fittydent, Hipoclorito
de sodio 5%, Savlon, Setrimid com clorexidina, Ipanol e escovagdo com creme dental

e escova macia. A superficie da resina foi avaliada em microscépio eletrdnico antes e
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apos os tratamentos. Houve diferenca significante entre os tratamentos. Comparado
com o controle, todos os tratamentos reduziram a area coberta por materiais estranhos,
sendo os melhores resultados encontrados para os materiais Savlon e Hipoclorito de
sodio 5%.

No mesmo ano, Verran, Maryan**’

compararam a retencdo de Candida
albicans em superficies lisas e rugosas de uma resina acrilica e de um silicone para
préteses faciais, e determinaram o efeito da rugosidade superficial na infeccdo e
higienizacdo das proteses. Corpos-de-prova com superficies lisas e rugosas de cada
material foram confeccionados e suas rugosidades superficiais foram mensuradas em
rugosimetro, sendo que a rugosidade dos corpos-de-prova de silicone foi mensurada
indiretamente, através da medicdo na superficie do gesso sobre o qual o silicone foi
confeccionado. Isto porque o silicone ndo pode ser diretamente mensurado devido a
sua facil distor¢do. A seguir, 0s corpos-de-prova foram limpos em ultrassom com
alcool 90% por 1 minuto, lavados em agua destilada e imersos em agua estéril durante
24 horas a 24°C. A adesdo de Candida albicans sobre a superficie das amostras foi
realizada pela contaminacdo com suspensdes padronizadas por 1 hora a 24°C.
Decorrido este periodo, as amostras foram lavadas e os micro-organismos aderidos
sobre as superficies foram corados e contados. Nao foram encontradas diferencas na
quantidade de células de C. albicans entre os materiais de superficie lisa avaliados, os
quais também apresentaram menores indices de adesdo comparados com as amostras
de superficie rugosa, sendo que o material a base de silicone promoveram maior
adesdo fungica comparada com a resina acrilica. Os valores obtidos em Ra foram,
respectivamente, de 0,02; 1,26 e 1,96 um para as superficies de resina acrilica lisas,
rugosas e prensadas sobre gesso com aplicacdo de isolante. Para as superficies de
gesso, sobre as quais o silicone foi polimerizado, foi observada uma rugosidade média
maior (Rz — 12,8 um) que a da resina acrilica (Rz — 7,3 um). Os autores concluiram
que o aumento na rugosidade superficial pode facilitar a retencdo fungica e a infeccdo
das proteses.

Waters et al.'®, ainda em 1997, avaliaram a adesdo de C. albicans em dois
materiais resilientes experimentais e compararam 0s resultados encontrados com
materiais comercialmente disponiveis (Molloplast-B e a resina acrilica para base de
prétese Trevalon). O material experimental n°® 1 era de base elastomérica elastbmero,
contendo um polimero (dimetilpolisiloxano) e carga de silica com a superficie tratada,

enquanto o material experimental n°® 2 possuia uma carga, com superficie tratada,
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diferente da primeira que ndo causa uma alta absor¢do de agua. Os corpos-de-prova
foram obtidos a partir de matrizes metalicas altamente polidas (10 mm x 10 mm x 3
mm) com a finalidade de reproduzir e padronizar as superficies das amostras, que
foram preparadas de acordo com as instrucdes de cada fabricante e, em seguida,
armazenadas em agua estéril, por 24 horas, para satura¢do. Foram utilizadas trés cepas
de C. albicans: GRI 681 (com baixa aderéncia ao epitélio e superficies inertes) e as
cepas CDH 667 e 674, isoladas, respectivamente, de pacientes com estomatite
protética e candidose hiperplasica crénica. As células dos micro-organismos foram
quantificadas com hemocitémetro e padronizadas & concentragéo de 10"cel/ml. Saliva
ndo estimulada coletada a partir de cinco voluntarios, centrifugada a 10.000 g por 15
minutos a 4°C e entdo filtrada foi utilizada para o pré-condicionamento dos corpos-de-
prova, realizado em temperatura ambiente, por 30 minutos sob leve agitacdo. Em
seguida, as amostras foram incubadas em 20 ml de suspenséo fungica, a temperatura
ambiente durante uma hora. Posteriormente, 0s corpos-de-prova foram
cuidadosamente lavados duas vezes, em PBS, por um minuto. Apds a secagem, as
celulas aderidas foram fixadas em metanol e coradas. Para os materiais resilientes foi
utilizado o corante cristal violeta por 30 segundos. Para a resina acrilica opaca foi
utilizado o corante “acridine orange” (0,003% em 2,5% de éacido acético). Todos os
materiais foram lavados em PBS por 30 segundos e examinados em microscopio de
luz (cristal violeta) ou microscopia de fluorescéncia (“acridine orange”). O
procedimento microbioldgico foi realizado em triplicata e em duas ocasifes distintas.
As médias e desvio padrdo para todos os grupos experimentais foram calculadas,
comparadas com o teste t, seguido da ANOVA e a correlacdo de Bonferroni. Houve
uma menor aderéncia de Candida para os materiais experimentais comparada a resina
Trevalon e Molloplast-B. As diferentes cepas exibiram variacdo de adesdo
estatisticamente significante em todos os casos, exceto entre as cepas CDH 667 e CDH
674, aderidas ao material experimental n° 2 e ao Molloplast-B. A exposi¢do em saliva
resultou em diminuicdo significativa da adesdo de C. albicans. Os autores concluiram
que ndo houve correlagcdo entre a energia livre de superficie dos materiais e a
aderéncia de Candida. A pelicula salivar reduziu a aderéncia de C. albicans para todos
0s materiais, associado ao processo de filtragem da saliva que reteve proteinas como a
mucina, a qual pode aumentar a aderéncia de Candida. O resultado mais significativo,

segundo os autores, foi a menor aderéncia do micro-organismo sobre os materiais
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experimentais comparados aos materiais comercialmente disponiveis Trevalon e
Molloplast-B.

Ishihara et al.>*

(1998) relataram que a quantidade de proteinas plasmaticas
adsorvidas de polimeros fosfolipidicos contendo 2-metacriloiloxietil fosforilcolina
(MPC) € reduzida comparada com a quantidade de proteinas adsorvidas do poli (2-
hidroxietil metacrilato — HEMA), poli (n-butilmetacrilato — BMA) e BMA
copolimeros com acrilamida (AAm) ou N-vinil pirrolidona (VPy) contendo fracbes
hidrofilicas. Para elucidar a razéo da reducdo da adsorcdo de proteinas pelo MPC, a
estrutura de agua nos polimeros hidratados foi examinada com foco na fragdo de agua
livre. A hidratagdo de polimeros ocorre quando 0s mesmos sdo imersos em agua. As
analises de diferentes escaneamentos colorimétricos revelaram que as fracdes de agua
nos poli (MPC —-BMA) e poli (MPC-n-dodecil metacrilato) com fracdo molecular de
MPC de 0,30 foi em torno de 0,70. Por outro lado, as fragBes de &gua livre nos poli
(HEMA), poli (AAm-BMA) e poli (VPy-BMA) foi de cerca de 0,42. As alteragGes
conformacionais nas proteinas adsorvidas nos polimeros MPC e poli(HEMA) foram
determinadas por mensuracdes usando espectroscopia ultravioleta e dicroismo circular.
A adsorcéo proteica em poli (HEMA) mudou consideravelmente, mas a adsorgéo no
poli (MPC-BMA) com fragdo molar de 0,30 diferiu pouco no estado nativo. Os autores
concluiram que poucas proteinas sdo adsorvidas e sua conformacdo original ndo foi
alterada nas superficies poliméricas, as quais apresentam grande quantidade de agua
livre.

Radford et al.”®, no mesmo ano, compararam a capacidade de aderéncia da C.
albicans (com e sem alteracdes fenotipicas) sobre superficies de uma resina acrilica
termopolimerizavel (Trevalon) e dois materiais reembasadores (Molloplast B e Novus)
com diferentes rugosidades superficiais. Foram confeccionados 30 corpos-de-prova de
cada material, unidos dois a dois e uma das hemi-partes de cada um foi polimerizada
contra duas laminas de vidro e ndo receberam acabamento (controle). A outra hemi-
parte dos corpos-de-prova da resina termopolimerizavel recebeu acabamento com
fresa de ago ou com lixas de carbeto de silicio, para os reembasadores. Col6nias com e
sem alteracGes morfologicas foram obtidas a partir de uma cepa padrao de C. albicans
e incubadas por 18 a 20 h em caldo nutriente. Em seguida, uma suspenséo celular (10’
log/mL) foi incubada durante 1 h em placas de cultura contendo uma amostra em cada
orificio. Decorrido este periodo, os corpos-de-prova foram secos, acondicionados em

laminas de vidro e corados. Foi utilizada a técnica de amostra estratificada para
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contagem das leveduras e hifas aderidas. N&o houve diferenga estatisticamente
significante na ades@o dos dois tipos de C. albicans para as leveduras. Ainda, estes
tipos morfologicos apresentaram maior aderéncia nas superficies nos materiais
reembasadores e/ou com acabamento comparado com a resina termopolimerizavel. C.
albicans com alteracdo fenotipica promoveu maior formacéo e aderéncia de hifas, mas
ndo houve diferenca significativa na aderéncia entre os diferentes materiais. Os autores
concluiram que maior aderéncia de micro-organismos é esperada em superficies
rugosas dos materiais reembasadores em relacdo as superficies lisas da resina
termopolimerizével.

Ainda em 1998, Taylor et al.'?, compararam o efeito do acabamento de
superficie dos materiais dentarios na contaminacdo pelos micro-organismos
Streptococcus oralis, Actinomyces viscosus e Candida albicans em resina acrilica e em
ligas de cobalto-cromo polidas, jateadas (com areia fina e grossa) e com banho de
eletrobrilno. As suspensbes de celulas foram padronizadas e incubadas com os
materiais de teste durante 1 hora a 37°C, e em seguida, as celulas foram contadas por
meio de analise de imagem. A retencao de células bacterianas foi substancial (S. oralis
12% a 20% e A. viscosus 9% a 16%), independentemente do acabamento de
superficie. Retencdo maxima foi observada nas ligas de cobalto-cromo submetidas a
jato de areia fina e eletrobrilho. Para a C. albicans, um aumento na rugosidade da
superficie resultou em aumento de adesao (3% a 9%). Concluiu-se que o tamanho das
células e o tipo de rugosidade afetaram significativamente a retencdo de micro-
organismos nas superficies.

No ano seguinte, Millsap et al.”

relataram que as interacOes adesivas entre
Candida albicans e bactérias orais podem desempenhar um papel crucial na
colonizacdo microbiana de resinas acrilicas de base de proteses, culminando na
estomatite protética. Dessa forma, os autores avaliaram a influéncia da saliva sobre as
interacdes adesivas entre C. albicans, Streptococcus sanguis e Actinomyces naeslundii
em superficies acrilicas. Primeiramente, as bactérias foram aderidas ao acrilico, e a
seguir, as leveduras foram depositadas. Os micro-organismos foram avaliados na
presenca ou auséncia de saliva humana. Todas as experiéncias foram realizadas numa
camara de fluxo de placas paralelas e a quantificacdo celular foi feita in situ, com um
sistema de andlise de imagem. Na auséncia de bactérias, a adesdo de C. albicans foi
maior em presenca de saliva. No entanto, quando na presenca de bactérias, adeséo da

levedura em presenga de saliva foi aumentada, indicando que 0S componentes
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salivares especificos constituem uma ponte entre as bactérias e as leveduras. Em todos
0s grupos agregados de 3-5 células de levedura aderidas a superficie foram
observados. Uma analise das superficies de células microbianas, baseada nas
propriedades fisico-quimicas da superficie sugere que a ponte € mediada por
interacOes acido-base, uma vez que todas as cepas mostram um grande aumento de
doadores de elétrons na superficie, sem qualquer alteragdo em seus potenciais zeta. A
analise fisico-quimica da superficie sugere que o S. sanguis e A. naeslundii podem
utilizar um mecanismo diferente para as interacGes adesivas com C. albicans em
presenca de saliva.

O uso de novos copolimeros poli (sulfobetaina) como revestimentos
antiaderentes foi investigado por Lowe et al.”* (2000). Para isso, dois copolimeros bem
definidos com peso molecular proximos foram preparados pela transferéncia do grupo
de copolimerizagdo metacrilato de n-butila (nBuMA) com 10 ou 30% em moles de 2-
(dimetilamino) etilmetacrilato (DMAEMA). Copolimeros da sulfobetaina nBuMA-
DMAEMA foram obtidos por tratamento destes polimeros precursores com 1,3-
propanossultona sob condicBes suaves. Tanto a ressonancia magnética nuclear (RMN)
quanto as andlises de espectroscopia elementar indicaram que essencialmente todos o0s
residuos foram derivados do DMAEMA, em ambos os copolimeros. Discos de
polimetilmetacrilato (PMMA) foram revestidos com os copolimeros de sulfobetaina
nBuMA-DMAEMA e as propriedades bioaderentes destes materiais revestidos foram
comparados com os de PMMA sem revestimento. Pseudomonas aeruginosa,
macrdfagos humanos e fibroblastos 3T3 de ratos embrionarios foram utilizados para o
teste de efetividade microbioldgica da sulfobetaina. Foi observada menor diferenca
estatisticamente significante (p <0,05) as bactérias, macréfagos e fibroblastos aderidos
ao PMMA revestido com sulfobetaina comparado com o PMMA néo revestido. O
copolimero poli (sulfobetaina nBuMA) contendo a propor¢do mais elevada (30 % mol)
de residuos de sulfobetaina DMAEMA, foi o revestimento anti-bioaderente mais
eficaz.

No mesmo ano, San Millan et al.'*° avaliaram o papel da saliva na adesdo C.
albicans ao poliestireno, assim como o efeito inibitério salivar, observado em
secrecOes salivares IgA, de trés mAbs contra epitopos de nanoproteinas de parede
celular. A fixacdo de Candida albicans em materiais plasticos de proteses dentarias ou
a adsorcdo de macromoléculas salivares na sua superficie tem sido associada ao

desenvolvimento de mucosite. Os autores relataram, em estudos anteriores, que a
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adesdo de C. albicans ao poliestireno pode ser parcialmente inibida com um Acm
utilizado contra polissacarideos da parede celular de C. albicans em um sistema
modelo para estudar a adesdo deste micro-organismo a materiais plasticos. Na
auséncia de saliva, a adesdo de C. albicans 3153 aumentou durante a germinacdo. No
entanto, a presenca de saliva aumentou a adesdo de células de levedura de C. albicans
3153 ao poliestireno, mas diminuiu a adesdo das células germinadas. O aumento da
adesdo de células de levedura ao poliestireno mediada pela saliva foi confirmado com
a utilizacdo de uma cepa mutante agerminada de C. albicans 3153. A inibicdo da
adesdo de C. albicans 3153 germinativas ao poliestireno foi associada ao sIgA salivar,
tendo em vista que a reducdo deste componente salivar aumentou a adesdo de C.
albicans 3153 ao poliestireno. O efeito inibidor mediado por IgA ndo foi relacionado
com a inibicdo da germinacdo, mas com o0 blogueio de adesinas expressas na
superficie dos tubos germinativos da parede celular. Os trés mAbs estudados
reduziram a adesdo de C. albicans 3153 ao poliestireno em niveis equivalentes aos
slgA purificados. A maior reducdo na adesdo foi obtida com o IgA mAb N3B. Os
melhores resultados foram obtidos quando os trés mAbs foram combinados. Ainda, 0s
autores sugeriram que a saliva desempenha um papel diferente na adesdo de C.
albicans a poliestireno dependendo da fase morfolédgica da C. albicans, o que pode
trazer novos insights sobre o papel conflitante de saliva na adesé@o de C. albicans a
materiais plasticos de proteses dentérias.

Shay et al.**

, também em 2000, realizou uma revisdo, comparacdo e
atualizacdo das estratégias comumente empregadas para a correta higienizacdo de
préteses removiveis. Micro-organismos do género Candida sdo mais comumente
associados com a placa presente nas proteses. Além disso, as irregularidades de
superficie provocam um aumento em sua area disponivel, aumentando o nimero de
nichos que seriam facilmente limpos pela acdo da lingua e musculatura orofacial. Isto
pode ser aplicado para as resinas acrilicas das proteses e para 0s materiais
reembasadores autopolimerizaveis, 0s quais apresentam, geralmente, maior quantidade
de poros e superficies menos polidas que as resinas acrilicas de base de prétese. Dessa
forma, torna-se necessaria a correta higienizacdo das proteses a fim de evitar o
aparecimento da estomatite protética. O método mais comum de limpeza das proteses
€ a escovacao mecanica com escova e agua quente ou fria. Um método menos usual,
porém mais efetivo que a limpeza mecanica, € o uso de limpeza ultrassénica em agua

ou outros agentes detergentes. Métodos quimicos para limpeza de préteses incluem o
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uso de solugdes caseiras, comerciais, exposi¢do ao oxigénio e energia de micro-ondas.
A solucdo caseira mais comum € o hipoclorito de sodio diluido em &gua na proporcao
1:10. Apesar de efetiva no combate dos micro-organismos, esta solucdo provoca o
branqueamento e corrosdo dos elementos metalicos das préteses removiveis. O uso do
vinagre (solucdo de acido acético) também se mostrou efetivo na adesdo microbiana,
mas pode lesionar o0s tecidos mucosos. Suspensdes de nistatina tém sido
empiricamente sugeridas como adjuntos no tratamento de estomatite protética.
Produtos efervescentes para limpeza de proteses, compostos por perborato alcalino ou
carbonato, sdo utilizados para imersdo das proteses por 10 minutos até imersdes
noturnas. Ha controvérsias sobre a real efetividade destes produtos na diminuicdo da
adesdo microbiana. O uso da irradiacdo em micro-ondas mostrou-se efetivo na
eliminacdo de microrganismos, mas ndo eliminou antigenos irritantes.

As propriedades superficiais dos materiais utilizados para confeccdo das
préteses sdo importantes do ponto de vista clinico, uma vez que podem interferir no
acumulo de placa, manchamento e conforto do paciente. A rugosidade superficiall,
particularmente, provoca retencdo e aderéncia de Candida albicans e pode estar

relacionada & estomatite protética. Zissis et al.'*

(2000), considerando esses aspectos,
avaliaram a rugosidade de resinas para base de prétese e resinas reembasadoras. Para
confecgdo dos corpos-de-prova, foram selecionadas quatro resinas para base de protese
(Microbase, Trevalon, MC Acron, SR 3/60 Plus), nove resinas reembasadoras rigidas
(Light Liner Hard, Triad Reline, Lighton-U, Triad DualLine, Rebaron LC, Astron LC,
Rebaron, Probase Cold, SR3/60 Triplex) e sete resinas reembasadoras resilientes
(Perform Soft, Light Liner Soft, Resiline, Astron LC, Mollosil, Mollosil + varnish,
Molloplast B, Molloplast B + varnish, Permaflex + varnish). Cinco corpos-de-prova de
cada material foram obtidos e armazenados em agua destilada, a 37 °C, durante um
més, previamente aos testes. Cinco leituras de rugosidade, por mapeamento
(scanning), foram realizadas em cada amostra e o valor médio de rugosidade (Ra)
obtido. Os resultados evidenciaram que os valores de Ra obtidos para os materiais
avaliados variaram de 0,7 a 7,6 micrdmetros, sendo gque para 0s materiais para base de
protese esses valores variaram entre 3,4 e 7,6 micrometros. Entre esses materiais, 0S
menos rugosos foram: a resina SR3/60 Plus (resina termopolimerizavel de alto
impacto) e a Trevalon (resina termopolimerizavel convencional). As duas resinas
acrilicas termopolimerizadas em micro-ondas exibiram maiores rugosidades de

superficie comparadas aquelas termopolimerizadas convencionalmente. Considerando
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0s materiais reembasadores rigidos, os valores de Ra variaram entre 0,7 e 4,4
micrometros, enquanto os valores para os materiais reembasadores resilientes auto,
foto e termopolimerizaveis foram de 0,7 a 4,1. Como os materiais testados exibiram
rugosidades maiores do que 0,2 micrémetros, que & considerado o limiar abaixo
nenhuma redugdo da aderéncia de fungos e bactérias pode ser esperada, 0s autores
concluiram que ha possibilidade de acimulo de placa em todos os materiais testados.

O objetivo do estudo de Hasegawa et al.** (2001) foi obter uma membrana de
proteina resistente a adsorcdo para a hemodialise. Para isso, foi preparado um
polimero de misto composto de polissulfona (PSF) e polimero 2-metacriloiloxietil
fosforilcolina (MPC) (PSF/polimero MPC). O contetdo do polimero MPC no PSF foi
de 7 e 15% em peso. A membrana assimétrica porosa foi obtida pelo método de
processamento seco/Umido de membrana. A caracterizacdo da superficie da membrana
de polimero PSF/MPC por espectroscopia fotoeletrénica de raios-X (XPS) revelou que
0 polimero MPC ficou localizado na superficie. A forca mecénica da membrana
polimérica PSF/MPC ndo foi alterada comparada com a membrana de PSF. Por outro
lado, a permeabilidade do soluto abaixo de um peso molecular (Mw) de 2,0 x 10*
através da membrana PSF aumentou com a adi¢cdo do polimero de MPC, a qual ¢é
considerada um efeito da caracteristica hidrofilica do polimero MPC. A quantidade de
proteina adsorvida sobre a membrana do plasma PSF foi reduzida pela adi¢do do
polimero MPC. A permeabilidade da proteina de baixo peso molecular (Mw = 1,2 x
10%) ndo se alterou mesmo depois de a membrana de polimero PSF/MPC entrou em
contato com a solucdo de proteina plasmatica, durante 4 horas, ao passo que diminuiu
dramaticamente no caso do PSF membrana. A adesdo das plaquetas foi também
suprimida de forma eficaz na membrana de polimero PSF/MPC. Com base nestes
resultados, os autores concluiram gque o polimero MPC poderia ser considerado como
um aditivo polimérico duplamente funcional, isto é, capaz de gerar uma caracteristica
de resisténcia a absorcdo de proteinas e ainda tornar a membrana hidrofilica.

No mesmo ano, Konno et al.®

avaliaram as nanoparticulas de acido poli (L-
lactico) com polimero fosforilcolina 2-metacriloiloxietil (MPC), o qual apresenta
excelente compatibilidade com o sangue. As nanoparticulas foram preparadas por uma
técnica de evaporacdo do solvente usando o polimero anfifilico solivel em agua MPC
como um emulsificante e modificador de superficie. O diametro e potencial zeta das
nanoparticulas obtidas dependem fortemente da concentracdo do polimero MPC.

Quando as nanoparticulas foram preparadas em 1,0 mg/ml de uma solugdo aquosa de
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polimero de MPC, o didmetro foi de 221 nm, determinado por microscopia de forca
atbmica e medidas de espalhamento de luz dindmica. A espectroscopia de fotoelétrons
excitados por raios x (XPS) indicou que os grupos fosforilcolina no MPC foram
localizados na superficie das nanoparticulas, isto &, o polimero MPC foi imobilizado
nas particulas de PLA e na superficie, cujo potencial zeta foi -2,5 mV. Varias sondas
de fluorescéncia hidrofébicas poderiam permear através da camada do polimero MPC
e adsorver a superficie do PLA. A quantidade de albumina bovina adsorvida sobre as
nanoparticulas foi significativamente menor em comparacdo com a do poliestireno
convencional em nanoparticulas. Sugere-se que as nanoparticulas imobilizadas com o
polimero MPC tem o potencial para o uso tanto como transportador de drogas e
reagentes de diagndstico os quais podem entrar em contato com o sangue.

A espécie Candida albicans é frequentemente associada a muitas infeccdes
relacionadas com o biomateriais. Tipicamente, essas infecgdes sdo associadas com a
formacdo de biofilme. Células em biofilmes podem exibir tracos fenotipicos que séo
dramaticamente diferentes os dos seus homdélogos plancténicos livres de flutuacdo e
sdo extremamente resistentes aos antimicrobianos. Consequentemente, as infeccdes
relacionadas a biofilmes séo de dificil tratamento e erradicagdo completa. Ramage et
al.'® (2001) apresentaram um ensaio colorimétrico baseado na microtitulacéo rapida e
de alta reprodutibilidade nos testes de susceptibilidade de biofilmes fungicos, com
base na medicdo das atividades metabdlicas das células utilizando um ensaio de
reducdo do sal de formazan. O ensaio foi realizado para avaliar in vitro a
susceptibilidade de varias cepas de biofilmes de C. albicans na acdo antifingica da
anfotericina B, fluconazol bem como o aumento da resisténcia destes biofilmes aos
agentes antifangicos. Isolados de Candida albicans SC5314, 3153A, ATCC 64550,
ATCC 64558, ATCC 76615, ATCC 90028, ATCC 90029 foram mantidas em
Sabouraud dextrose a -70°C. O teste antifungico para determinar as minimas
concentracgdes inibitérias (MICs) das células planctdnicas foi realizado pelo 0 método
de microdiluicdo. O espectrofotdmetro foi utilizado como método de preparagdo do
indculo correspondente a uma concentragdo de 0,5 X 10° a 2,5 X 10° cels/ml de cada
uma das cepas avaliadas. Cem microlitros dos indculos foram adicionados a cada pogo
de placas de microdiluicdo contendo 100 ul de solugcdo de farmaco antifingico.
Controle sem antifangico, também foi incluido. As placas de microtitulagdo foram, em
seguida, incubadas a 35°C por 48 horas. Os testes foram realizados em quadruplicata.

Para os testes de suscetibilidade aos antifingicos das células, os isolados foram
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incubados em meio YPD overnight em agitador orbital (100 rpm) a 30° C. Apds este
periodo, as células foram centrifugadas e lavadas em PBS. As células foram
ressuspensas em meio RPMI suplementado com L-glutamina e tamponada com &cido
morfolinopropanosulfiirico e a densidade celular equivalente a 1,0 X 10° cels/mL, foi
determinada. Esta densidade celular foi selecionada, pois estudos prévios
consideraram que a formacdo do biofilme ocorre nesta densidade particular. Os
biofilmes foram formados em placas de 96 pogos durante 48 horas a 37°C. Apoés a
formacéo do biofilme, o meio foi aspirado, e as células ndo aderentes foram removidas
por lavagem cuidadosa dos biofilmes trés vezes em PBS estéril. PBS residual foi
removido com toalhas de papel antes da adi¢do dos agentes antifingicos. Fluconazol e
anfotericina B foram entdo adicionados aos biofilmes em diluicGes seriadas de duas
concentragdes (1,024 a 1 mg/ml e 32 a 0,125 mg/ml, respectivamente, a partir das
solucBes concentradas de cada agente antifingico preparado em meio RPMI) e
incubou-se por mais 48 h a 35°C. Controles positivos formados pelos biofilmes sem
antifangicos e controles negativos, sem micro-organismos também foram incluidos no
desenho experimental do estudo. As MICs sésseis (SMICs) foram determinadas a 50 e
80% de inibicdo e SMIC50 SMIC80, respectivamente, e mensuradas através do ensaio
de reducdo de XTT. Os testes destes isolados foram realizados em quadruplicata.
Devido a sua simplicidade, compatibilidade, alto rendimento e potencial de
automatizacdo, os autores acreditam que o teste de XTT representa uma ferramenta
promissora para a padronizacdo de suscetibilidade in vitro de antiflngicos testes de
biofilmes fungicos.

Ainda avaliando a utilizacdo dos ensaios colorimétricos de tetrazolio em
estudos flngicos, os quais ocorrem, frequentemente, sem normalizacdo ou correlacdo

com outros métodos, Kuhn et al.®*

(2003) avaliaram o metabolismo de Candida
albicans e Candida parapsilosis através do teste de XTT {2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-
sulfofenil)-5- [(fenilamino) hidroxido carbonil]-2H-tetrazdlio} e WST-8 [2-(2-metoxi-
4-nitrofenil). Cepas de C. albicans (M61 e GDH) e C. parapsilosis (P/A71, P92, e
P177) foram cultivadas em YNB suplementado com glicose 50 mM durante 24 h a
37°C em agitador orbital a 60 rotagbes por minuto. As células foram centrifugadas,
lavadas duas vezes com PBS e ressuspensas em 10 mL de PBS. Os blastoconideos
foram contadas num hemocitémetro apos diluigdo em série, padronizados, e utilizados
imediatamente. Trés mililitros da suspensdo padronizada de Candida foram

transferidos para os pocos de placas de cultura de 12 orificios. Cinquenta microlitros
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de Solugéo de XTT e 4 ul de solugdo menadiona foram adicionados a cada pogo. Para
determinar a concentracdo de XTT afetadas pelo sinal colorimétrico, solugdes de 1
mg/ml (1X) e 5 mg/ml (5 X) (em PBS), foram utilizadas. As placas foram incubadas a
37°C durante 5 h em agitador orbital, sendo posteriormente a suspensdo de cada
cavidade centrifugada (5 min a 6000 X g). O produto sobrenadante teve sua densidade
Optica a 492 nm (D0492) determinada, usando um espectrofotdmetro. Para determinar
se algum produto de formazan foi retido pelas células, os sedimentos foram
ressuspensos em 3 ml de dimetilsulfoxido (DMSO) a 100%, centrifugados e a DO do
sobrenadante foi determinada. A contagem de células Kit-8 utiliza 0 WST-8, o qual,
mediante a bioreduc¢do na presenca do transportador de elétrons 1-metoxiPMS, produz
um formazano corado soluvel em agua. Doze placas contendo 3 mL de suspensao de
células/pogo foram inoculados com 50 pl de solucdo CCK-8. As placas foram
processadas como descrito acima, e a OD450 do sobrenadante foi medida. Cada
experimento foi realizado em quadruplicata com intervalo de pelo menos dois dias.
Vérias conclusdes foram determinadas: enquanto os testes de tetrazolio sdo valiosos
para a quantificacdo dentro de uma cepa fungica, ndo pode ser assumido que nao
existe necessariamente uma correlagdo linear entre 0 nimero de micro-organismo e o
sinal colorimétrico; ndo se pode fazer comparacdes intra-cepas na auséncia de
padronizacdo detalhada, uma vez que diferentes cepas podem ser diferentemente
metabolizadas, dependendo do substrato; a relacdo entre a concentragdo do XTT
utilizada e o sinal colorimétrico resultante ndo é necessariamente proporcional; a
quantificacdo é valida somente ap6s a criacdo de curvas padrdo apropriadas para cada
quantidade de tetrazolio usado; enquanto o produto formazano do XTT aparece em
solucdo, uma quantidade significativa pode estar retida intracelularmente em algumas
cepas e sO se tornam sollveis apds tratamento das células com DMSO. A quantidade
de produto retido pode variar entre diferentes estados de celulares, por exemplo,
planctonicas e biofilme. Em resumo, os estudos que tentam fazer comparagdes
guantitativas de comportamento de diferentes cepas de Candida devem considerar
variagdes no metabolismo de XTT. A solubilizacdo do XTT em produto formazano é
um passo importante para ensaios celulares planctonicos.

Park et al.®

(2003) investigaram a capacidade de uma resina para base de
prétese com superficie modificada reduzir a adesdo de Candida albicans. O material
avaliado foi incorporado com carga negativa por copolimerizacao do &cido metacrilico

ao metilmetacrilato (MMA). Para isso, amostras com dimensdes de 11 x 5 mm e
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superficies altamente polidas foram confeccionadas e divididas em quatro grupos,
sendo um controle e trés experimentais: controle (MMA); 5% de &cido metacrilico e
95% de MMA,; 10% de &cido metacrilico e 90% de MMA,; 20% de &cido metacrilico e
80% de MMA. Além do teste de aderéncia realizado com a Candida albicans ATCC
36082 e quantificacdo das células aderidas microscopicamente apds coloragdo com
cristal violeta, as medidas de angulo de contato das amostras também foram
realizadas. Os resultados obtidos demonstraram que, na medida em que a proporc¢éo de
acido metacrilico aumentou, a area de superficie de Candida aderida e a medida de
angulo de contato diminuiram. Essa hidrofilizacdo das superficies com proporgdes
aumentadas de acido metacrilico confirmou a modificacdo dos valores de energia de
superficie das resinas experimentais. A analise quantitativa da area de superficie de C.
albicans aderida apontou que a diminuicdo mais significante da adesdo foi observada
quando a proporcdo de acido metacrilico foi aumentada de 5% para 10%. Esse
resultado coincide com as medidas de angulo de contato, que demonstraram a maior
diminuicdo quando a proporc¢édo de acido metacrilico também foi alterada de 5% para
10%. Baseados nos resultados encontrados, os autores concluiram que, na medida em
que as resinas tornaram-se mais hidrofilicas com aumento do acido metacrilico
incorporado, houve diminuicdo significante na adesao de C. albicans.

Os biomateriais a base de poliuretano sdo amplamente utilizados nos
dispositivos em contato com sangue devido a sua boa biocompatibilidade e
propriedades mecanicas. No entanto, sua compatibilidade com o sangue ainda nao é
perfeitamente adequada e ndo pode ser indicada para aplicacdes mais complexas.
Dessa forma, a modificacdo da superficie poderia trazer melhor compatibilidade com o
sangue, desde que fossem mantidas as propriedades dos biomateriais. O estudo de
Yuan et al.'®*® (2003) avaliou a compatibilidade de um biomaterial a base de
poliuretano modificado com mondmeros zwiteridnicos. Filmes de poliuretano
receberam uma deposicao de sulfobetaina através de um procedimento composto por
trés etapas. Primeiramente, as superficies do filme foram tratadas com hexametileno
diisocianato (HDI) em tolueno a 50°C em presenga de di-n-butil-estanho dilaurato
(DBTDL) como catalisador. A extensdo da reacdo foi medida por ATR-IR. Os
espectros foram obtidos pelo numero maximo de grupo NCO livre depois de um
tempo de reacdo de 90 min. No segundo passo, o grupo hidroxilo do 4-dimetilamino-
1-butanol (DMAB) reagiu em tolueno, com grupos isocianato ligados sobre a

superficie. No terceiro passo, sulfobetaina foi depositada sobre a superficie através da
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reacdo de abertura do anel entre amina terciaria de DMAB e 1,3 — propanossultona
(PS). Esta caracterizacao foi confirmada por ATR-IR e XPS. Os dados mostraram que
as superficies depositadas foram compostas de sulfobetaina. Os resultados do angulo
de contato mostraram que as superficies eram altamente hidrofilicas. As superficies
foram ainda consideradas excelentes, uma vez que exibiram baixa adesdo plaquetaria,
0 que demonstra sua compatibilidade com o sangue.

Barnabé et al.® (2004) verificaram a eficacia de hipoclorito de sédio e sabo de
coco na reducdo da estomatite protética, Streptococcus mutans e Candida albicans.
Foram selecionados 28 pacientes portadores de protese total superior, os quais foram
divididos em 2 grupos: instruidos a higienizar suas proteses com sabdo de coco,
seguido de imersdo em agua destilada por 10 minutos — grupo controle; e higienizacédo
da protese com sabdo de coco e imersdo em solucdo de hipoclorito de sédio 0,05% por
10 minutos. Quinze dias antes do inicio do experimento, o biofilme das proteses foi
coletado e avaliacdo da mucosa segundo a classificacdo de Newton foi realizada para
verificacdo de alteracBes de mucosa. Os tratamentos foram instituidos por 15 dias e,
apos este periodo, novas mensuracdes de biofilme (com isolamento de C. albicans e S.
mutans) e avaliagdo da mucosa foram realizadas. Dezenove pacientes apresentaram
lesbes clinicas caracteristicas de estomatite protética antes do tratamento. O 1° teste
microbiol6gico mostrou uma elevada taxa de Candida sp., isolada em 20 pacientes e
associada a uma grande quantidade de S. mutans. Na 2° avaliacdo, somente trés
pacientes mostraram lesGes caracteristicas de estomatite protética, e houve reducédo de
C. albicans em 16 pacientes de S. mutans em 10 pacientes, sem diferenca significante
nos 2 grupos. Pode ser concluido que o protocolo de limpeza instituido provocou
reducdo significante da Estomatite protética para ambos os grupos, sem diferenca entre
0s tratamentos.

Infeccdo de cateteres é uma das principais causas de mortalidade e morbidade
em pacientes com hidrocefalia. Com base neste aspecto, Cagavi et al.'* (2004)
compararam as caracteristicas de colonizagdo bacteriana um material a base de
silicone elastomérico revestido com polivinilpirrolidona e dimetilpolissiloxano (de
silicone). Para isso, os cateteres com ou sem revestimento foram comparados por
métodos in-vivo e in vitro. Para a avaliacdo in vitro, o cateter revestido de silicone e
contaminado com Staphylococcus epidermidis foi imerso ou ndo em solucdo de
vancomicina. No estudo in vivo, o cateter revestido de silicone e as amostras de

material foram contaminados com Staphylococcus epidermidis e foram introduzidos
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nos ventriculos laterais de ratos. Apds a inoculagdo por 1 semana, as pegas foram
removidas e as coldnias quantificadas através de microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Foi observada diferenca estatisticamente significante da colonizacdo nos
grupos entre material revestido X silicone, material revestido X silicone tratado com
vancomicina, material revestido tratado com vancomicina X silicone revestido de
silicone tratado com vancomicina X vancomicina, in vitro. Ndo foram observadas
diferencas significativas para a colonizagéo in-vitro dos materiais revestidos e tratados
com vancomicina. Os experimentos in-vivo demonstraram que 0s cateteres revestidos
apresentaram comportamento superior do que os cateteres de silicone na adesao inicial
dos micro-organismos, mas ap0s a colonizacdo, a quantidade celular ndo diferiu. Os
autores concluiram que os cateteres revestidos sdo superiores cateteres in natura e
impedem a colonizacgéo bacteriana em algum aspecto.

No mesmo ano, Harrison et al.*?

verificaram o efeito de vérias solucGes de
limpeza na rugosidade superficial e na remogéo de C. albicans de um material para
base de protese. Discos cilindricos de uma resina de base de protese foram
confeccionados da mesma forma quando do processamento de uma protese. A
rugosidade superficial inicial foi avaliada, e as 13 amostras mais lisas foram
selecionadas para a realizacdo de um teste microbiol6gico piloto. Quatro tipos de
materiais para limpeza e &gua (controle) foram utilizados: um creme dental
convencional, um creme dental com removedor de manchas, uma pasta de limpeza de
protese e uma solucdo de limpeza de prétese. Os materiais foram utilizados nas
diluicdes 1:1; 1:2 e 1:3. Os corpos-de-prova foram escovados (15.000 ciclos) em
maquina especifica com carga de 200g sobre as escovas com um dos cremes testados
ou agua. As amostras usadas para solucdo foram imersas por 10 minutos, sendo entao
lavadas e escovadas em &gua, de acordo com as instrucdes do fabricante. Apds o
ensaio, a rugosidade superficial foi mensurada. O efeito dos tratamentos na remocao
de C. albicans foi realizado através da contaminacdo de 13 discos pelo micro-
organismo em questdo. ApOs a contaminagdo a quantidade celular aderida foi
determinada pelo plagueamento da suspensdo. Ndo houve diferenca significante na
rugosidade superficial antes e apds a escovacdo. Entretanto, as amostras escovadas
com cremes resultaram em superficies mais rugosas. Nao houve diferenca de
rugosidade entre o controle e a solugdo de imersdo em todas as diluicdes testadas.
Diferenca antes e ap0s a escovagdo foi encontrada para as amostras testadas com as

pastas para todas as diluicbes, mas ndo entre os materiais. Apds o teste de escovacao,
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para as 3 diluigdes, diferenca significante foi vista entre as 3 pastas. A limpeza dos
discos em &gua ndo removeu todos 0s micro-organismos, ao contrario doas amostras
limpas com os limpadores, com excecdo de um creme dental para protese na dilui¢éo
1:1 e com a solucdo de imerséo na diluicéo de 1:2.

Ainda em 2004, Henriques et al.*® (2004) compararam a habilidade de cepas de
Candida albicans e Candida dublinenses se aderirem ao acrilico e a hidroxiapatita
(HAP). Com o objetivo de interpretar os resultados de adeséo obtidos, as propriedades
superficiais (angulo de contato e espectroscopia fotoeletronica por raios X — XPS) das
celulas e dos materiais foram determinadas. Cepas clinicas isoladas de C. albicans
12A e 46B e de C. dubliniensis CBS 7988 foram utilizadas no estudo. As cepas de
ambos 0s micro-organismos foram sub-cultivadas até atingirem a fase estacionéria.
Em cada ensaio, as células foram centrifugadas (5000 rpm por 10 min) e lavadas com
agua ultra-pura, e entdo ressuspensas em certo volume de agua ou saliva artificial
(pH=6.8) até atingir a concentracdo necessaria em cada ensaio. Coupons (8x8x2mm)
de HAP e de uma resina acrilica autopolimerizavel foram lavados com agua, alcool e
agua estéril ultra-pura e, a seguir, imersos em agua estéril ou saliva artificial estéril por
24 horas em temperatura ambiente e secas a 37°C por 24 horas, antes da adesdo e das
analises das propriedades superficiais (XPS e angulo de contato). Para a mensuragéao
do angulo de contato, uma solucdo de 20 g/l de agar e 10% (v/v) de glicerol foi
colocada sobre a lamina em um microscépio e entdo 2mL da solugéo flngica (10°
cels/mL) foi colocada sobre a superficie de agar, de forma a cobrir toda a superficie. A
camada foi seca a temperatura ambiente de 10 a 15 horas e mais duas camadas foram
adicionadas, realizando-se a secagem entre elas. Em seguida, foi realizada a
mensuragdo do angulo de contato. As mensuragdes foram realizadas a temperatura
ambiente, utilizando trés diferentes liquidos: agua, formamida e 1-bromonaftaleno.
Todo o experimento foi feito em triplicata e realizada dez mensuragdes do angulo de
contato por amostra. Para a mensuragdo por XPS, 200 mL da suspensdo celular
aquosa (10° cels/mL) foi filtrada em uma membrana de nitro-celulose de 45um. A
membrana, completamente recoberta com as células, foi imediatamente congelada
com nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até a subsequente liofilizacdo. As
amostras foram entdo colocadas em um dissecador, em temperatura ambiente e
imediatamente analisadas por XPS. O espectro das células foi registrado seguindo a

sequéncia C 1s, O 1s, N 1s, P 2p e para a HAP e para a resina acrilica foi utilizada a
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sequéncia C 1s, O 1s, N 1s, P 2p, Si 2p, Na 1s, Ca 2p(2p3 + 2pl), K2p(2p3 + 2pl).
Além disso, foi analisado o potencial Zeta, através da diluicdo das células em &gua e
saliva artificial a uma absorbancia de 0.1 (mensurada a 600 nm). J& a rugosidade
superficial das amostras de HAP e da resina acrilica foi mensurada em um rugosimetro
(Surftest SV 512), sendo realizadas as leituras no sentido longitudinal e transversal.
Para o0 ensaio de adesdo, os coupons de ambos os materiais foram transferidos para
placas de 24 orificios, e em cada poco foi colocado 2mL da suspensdo celular 10’
cels/mL, preparada com saliva artificial ou &gua. Apés 1 hora de incubacéo a 100 rpm
a 37°C, cada poco foi lavado 2 vezes em agua ultra-pura de forma extremamente
cuidadosa. Em seguida, os coupons foram corados com Sytol3 por 5 minutos e
observados em microscépio de epifluorescéncia (450-490 nm). Foram capturadas 25
imagens por amostra. O numero de células aderidas foi quantificado por um analisador
de imagens. Cada experimento foi repetido 6 vezes. Os resultados demonstraram que a
adesdo foi influenciada pelo tipo de superficie (HAP ou resina acrilica) e pelo tipo de
meio onde a adesdo ocorreu (adgua ou saliva). Para cada material ndo houve diferenca
entre o nimero de células aderidas das cepas avaliadas. Quando o meio de inoculacdo
foi a agua, o nimero de células aderidas foi maior para a HAP do que para o acrilico.
Estas diferencas ndo foram observadas para a inoculacdo com saliva, exceto para a C.
dubliniensis. Para as amostras de acrilico, a saliva promoveu maior adesdo de micro-
organismos comparada com a HAP. N&o houve diferenca entre a inoculagéo entre
agua ou saliva para as amostras de HAP, exceto para a C. dubliniensis.

Jin et al.”’

(2004) verificaram o efeito da saliva humana e dos acgUcares da
dieta, glicose e galactose na adesdo e formacéo do biofilme de C. albicans. Para isso,
C. albicans 192887 sub-cultivada, isolada da cavidade oral e capaz de produzir um
bom biofilme, conforme relatado em outros estudos dos mesmos autores, foi cultivada
em meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA) por 18 horas a 37°C. Uma alcada fungica
foi entdo inoculada overnight em YNB suplementado com 100 mM de glicose. Apds
este periodo, as células foram lavadas duas vezes com solucdo tampéo (PBS) e entdo
ressuspensas em YNB (para os experimentos de adesdo) ou em PBS (para 0s
experimentos de biofilme), seguindo-se o ajuste da densidade dptica em 0,38 a 520 nm
(107 cels/mL). Para a determinacdo das taxas de crescimento em meio glicose e
galactose as suspensdes celulares (10° cels/mL) foram preparadas em YNB

suplementado com 100 mM de glicose ou 500 mM de galactose. Cada suspenséo foi
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inoculada em triplicata e mantida overnight a 37°C. A densidade dptica foi mensurada
a 520 nm a cada 2 horas e entdo a curva de crescimento foi determinada. Para o ensaio
de adesdo, 100 pl da suspensdo celular (107 cels/mL) em YNB suplementado com 100
mM de glicose ou 500mM de galactose foi adicionado no interior dos pogos de placas
de cultura de 96 pogos. As placas foram entdo mantidas por 90 min a 37°C em
agitador orbital a 75 rpm. Ap0s este periodo, as suspensdes celulares foram aspiradas,
os pocos foram lavados 2 vezes com 150 ul de PBS. A formagdo do biofilme foi
realizada de forma semelhante a adeséo, sendo que apo6s o periodo de 90 minutos e as
lavagens subsequentes, os pog¢os foram novamente preenchidos com 100 pl da
suspensdo celular (10 cels/mL) em YNB suplementado com 100 mM de glicose ou
500 mM de galactose e entdo mantidas em agitador orbital a 75 rpm por 96 h a 37°C.
O meio de cultura foi trocado diariamente. A saliva foi coletada de 5 adultos saudaveis
que ndo se alimentaram nas 2 horas anteriores a coleta. Foi coletada saliva por 10 min,
sendo o frasco mantido em gelo. Apds a coleta, a saliva foi misturada e centrifugada a
12000 X g por 15 min a 4°C. O sobrenadante obtido foi armazenado a -70°C até a
utilizacdo. O efeito da saliva foi investigado de duas formas diferentes, pelo
recobrimento do substrato com saliva ou pela exposicdo do biofilme fungico em saliva
e meio de crescimento. Para o recobrimento do substrato, 50 pul de saliva foi colocada
no interior de cada poco da placa de cultura e mantida por 4 h a 37°C. A seguir a
saliva foi removida e os poc¢os foram lavados 2 vezes com PBS e entédo foi realizado o
procedimento de formacdo do biofilme como descrito anteriormente. Para a exposi¢éo
do biofilme em saliva com o0 meio de crescimento, foram misturados 80 ul de meio de
cultura e 20 pl de saliva (grupos teste) ou PBS (controle). Todos os ensaios foram
realizados em triplicata em 3 ocasides distintas. A mensuracdo das células aderidas e
do biofilme formado foi realizada pelo teste de adenosina trifosfatada (ATP), pelo
ensaio de XTT e pela contagem das unidades formadoras de coldnias (UFC). Os
resultados demonstraram que os ensaios de ATP e XTT podem ser fortemente
correlacionados com a contagem de col6nias. A comparacdo dos meios de cultura
revelou que a suplementacdo com galactose promoveu menores niveis de adesdo de
Candida e formacdo do biofilme, mas um maior pico de desenvolvimento de biofilme
ao longo do tempo (96 h). A deposicdo de saliva sobre o substrato promoveu pouco
efeito tanto na adesdo como na formagéo do biofilme, enquanto que a adi¢do de saliva

ao meio de cultura afetou quantitativamente a formacao do biofilme, especialmente no
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dia 3 e 4, sem qualquer efeito significante na adesdo. Os autores concluiram que a
formacdo do biofilme de C. albicans pode ser modulada por fatores dietéticos e
salivares e que sdo necessarias maiores investigacdes para elucidar estas interacfes
complexas.

Ainda em 2004, Richmond et al.'® avaliaram a resisténcia a abrasdo e a
rugosidade superficial de dois materiais de base utilizados pela técnica de injecdo (SR-
Ivocap “Plus” e Ipsyl 60 RV) e um material utilizado na técnica de moldagem por
compressdo (Trevalon). Um quarto grupo de amostras preparadas com a resina
Trevalon, empregando a técnica de moldagem por injecdo, foi confeccionado para
posteriores comparagdes. Foram confeccionadas 10 amostras para cada grupo, as quais
foram armazenadas por 7 dias a 37°C. A maquina de escovacao utilizada realiza cerca
de 320 ciclos/minuto. Os autores optaram pela escova dental Oral B-40 e por um
dentifricio a base de carbonato de célcio, diluido em &gua destilada na proporg¢do de
1:1. Cada amostra foi pesada antes da realizacdo do teste de escovacdo. Foram
realizadas pesagens a cada 20.000 escovacdes, até serem realizados 100.000 ciclos,
totalizando 5 pesagens em cada amostra. Para analise das alteracbes superficiais
provocadas pela escovacdo, foi utilizada a medida de rugosidade superficial antes e
depois dos ensaios de escovagdo. Os resultados ndo revelaram diferenca
estatisticamente significativa entre os trés grupos de materiais e nem entre as amostras
de resina Trevalon quando injetadas ou prensadas para a perda percentual em massa. O
material de base SR Ivocap “Plus” obteve a menor rugosidade dos trés grupos,
enquanto a resina Ipsyl RV 60 apresentou 0s maiores valores de rugosidade. Além
disso, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as amostras injetadas ou
prensadas da resina Trevalon quanto a textura superficial.

Apesar das vantagens apresentadas pelos copolimeros a base de fosfobetaina, a
exigéncia de métodos sofisticados para confeccdo desses polimeros e o alto custo

limitam sua ampla aplicacdo. Assim, no estudo de West et al.**!

(2004), copolimeros
contendo moléculas de sulfobetaina ou fosfobetaina foram comparados quanto a
adesdo celular e bacteriana e resisténcia a adsor¢do de proteinas. Os copolimeros
foram preparados por meio de uma técnica de polimerizagdo de radicais livres, sendo
um composto por sulfobetaina (SB1036) e o outro por fosfobetaina (PC1036). Discos
de polimetilmetacrilato (PMMA) e vidro, cujas dimensfes eram de 13 x 0,5 mm,
foram imersos nos copolimeros avaliados, SB1036 ou PC1036, e comparados com

grupos controles compostos por discos ndo recobertos. A avaliagdo da adesdo
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bacteriana, por meio do teste de ATP, foi realizada ap06s 4 horas de contaminacdo com
1 x 10° celssmm de Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa. Macrdéfagos humanos e granulécitos foram utilizados para
avaliar a adesdo e ativacdo de células inflamatorias, enquanto, células de fibroblastos
3T3 de ratos foram utilizadas para avaliar a propensdo dos materiais para suportarem a
adesdo de fibroblastos. Os autores também avaliaram a adsorcdo de proteinas e 0s
angulos de contato dinamicos dos materiais. Os resultados demonstraram que as
amostras de vidro e PMMA recobertas com PC1036 apresentaram menores valores de
adesdo bacteriana, enquanto as amostras com SB1036 apresentaram valores similares
as amostras controles. Em todos os outros testes de adesdo celular foram encontrados
menores valores nos substratos recobertos com PC1036, comparados aos substratos
com SB1036 ou aos controles. Ndo houve evidéncia de toxicidade para nenhum dos
materiais avaliados. Os resultados de adesdo proteica revelaram que a adsorcdo de
proteinas variou de acordo com os diferentes substratos. Os resultados de angulos de
contato indicaram que, inicialmente, a cobertura SB1036 apresenta-se mais hidrofilica,
entretanto, ocorre um rearranjo no polimero PC, tornando o polimero PC1036,
posteriormente, mais hidrofilico. Ainda, foi observado que existe uma diferenga clara
na adesdo das diferentes bactérias aos materiais recobertos pela sulfobetaina, o que
pode ser consequéncia das diferentes cargas de superficie dos micro-organismos ou de
sua propensdo a se aderir as proteinas adsorvidas. Embora a fosfobetaina e a
sulfobetaina sejam ambas componentes zwiteridnicos, as diferencas por elas
apresentadas podem ser consequéncia da capacidade de adesdo de agua. O angulo de
contato inicialmente alto do PC1036 ocorre porque os polimeros PC apresentam um
componente lauril, que é hidrofobico e expresso na superficie em contato com o ar.
Uma vez molhada a superficie, um baixo angulo de contato é obtido. Por outro lado,
o0s polimeros de sulfobetaina apresentam menores angulos de contato iniciais, devido a
expressdo reduzida do grupo lauril na interface com o ar, mas torna-se menos
hidratada ap6s o molhamento, resultando em maiores angulos de contato. Outra
explicacdo para os diferentes comportamentos dos polimeros é que a fosfobetaina tem
um grupo amonia quartenaria terminal, enquanto o grupo sulfato é o grupo terminal
nas sulfobetainas. A mobilidade do grupo amdnia pode aumentar a capacidade da
fosfobetaina de manter a dgua ao redor do grupo fosfato aniénico. Os diferentes
potenciais elétricos de superficies desses componentes zwiteribnicos também podem

contribuir na variacdo da adesdo celular e proteica, por meio da modificacdo de
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interacOes eletrostaticas entre as moléculas bioldgicas e as superficies. Diante dos
resultados encontrados, os autores concluiram que as coberturas de fosfobetaina e a
sulfobetaina demonstraram resultados positivos comparados aos substratos controles,
sendo a fosfobetaina claramente superior a sulfobetaina.

A resisténcia a abrasdo por escovacao e a rugosidade superficial foi avaliada
por Mendonga et al.”®, em 2006. Os autores verificaram o efeito da escovacéo sobre a
resisténcia a abrasdo e sobre a rugosidade superficial de trés resinas para
reembasamento rigidas e uma resina termopolimerizavel para base de protese. Vinte e
quatro corpos-de-prova (40x10x2mm) de cada material foram confeccionados e
divididos em trés grupos, sendo um controle, que ndo recebeu tratamento térmico,
outro que recebeu tratamento térmico em agua a 55°C por 10 minutos para as resinas
de reembasamento e por 60 minutos para a resina termopolimerizavel e outro que foi
submetido a energia de micro-ondas a 650W por 4 minutos para o material Duraliner
I1, por 5 minutos a 550W para o material Kooliner, por 4 minutos a 550W para Tokuso
Rebase e por 3 minutos a 500W para Lucitone. Apds os tratamentos, 0s corpos-de-
prova foram escovados em maquina especifica, com solucdo 1:1 de agua destilada e
dentifricio Colgate Bicarbonato de sddio, realizando-se 20.000 ciclos de escovagdo,
sob carga constante de 200 gramas. A escova dental utilizada foi a Tek, com cerdas
duras. Antes e apds o ensaio de escovacgdo, 0s corpos-de-prova foram pesados até
atingir massa constante e a rugosidade superficial também foi mensurada. Ndo houve
diferenca significativa na resisténcia a abrasdo entre 0s 3 grupos para 0s materiais
Duraliner, Kooliner e Lucitone. Entretanto, para o material Tokuso Rebase, a imerséo
em agua e a irradiagdo em micro-ondas provocaram aumento na abrasdo por
escovacdo (P<0,05) comparada com o controle. Comparagfes dos resultados com o
grupo controle mostraram que os materiais Duraliner e Tokuso apresentaram menor
perda de massa que a resina Lucitone, a qual foi estatisticamente semelhante ao
material Kooliner. Apo6s os tratamentos de polimerizacdo complementar, ndo houve
diferenca entre as médias de perda de massa para todos os materiais avaliados
(P>0,05). A rugosidade superficial do material Duraliner ndo foi influenciada pelos
tratamentos, enquanto que Kooliner exibiu aumento da rugosidade comparada com o
controle. A irradiacdo em micro-ondas resultou em aumento da rugosidade superficial
mensurada antes e apds o ensaio de escovagdo, para 0 material Tokuso Rebase e para

Lucitone. A escovagdo promoveu aumento da rugosidade superficial em todos os
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grupos avaliados. O tratamento térmico ndo influenciou a rugosidade do material
Lucitone.

No mesmo ano, Moura et al.®* avaliaram a influéncia da saliva humana na
aderéncia de espécies de Candida em superficies de resina acrilica polimerizadas
termicamente ou por meio de micro-ondas, e verificaram se essa aderéncia foi
influenciada pela rugosidade superficial e energia livre de superficie. Foram
confeccionados um total de 256 corpos-de-prova (2,5 x 1,2 x 0,2 cm) de resina
termopolimerizavel (Classico) e polimerizada por meio de micro-ondas (Ondacryl).
Ap0s o acabamento realizado com lixas de granulacdo 320, 400 e 600, o polimento foi
realizado utilizando escova e pedra pomes, durante 1 minuto em cada superficie. A
rugosidade superficial dos corpos-de-prova obtidos foi analisada por rugosimetro, e
aqueles corpos-de-prova com desvio padrdo altos foram descartados. Todos 0s
espécimes foram limpos com ultrassom por 20 minutos, e imersos em agua destilada, a
37°C, por 12 horas, para liberagdo do monémero residual. Apos esses procedimentos a
rugosidade superficial e o angulo de contato da superficie dos corpos-de-prova foram
mensurados. As leituras de angulo de contato foram realizadas 3 vezes obtendo-se a
média. ApOs as mensuracdes, 0s corpos-de-prova foram colocados em ultrassom por
20 minutos, lavados com agua destilada estéril e novamente colocados em ultrassom
por mais 20 minutos. Os espécimes foram, entdo, aleatoriamente divididos em 2
grupos: pré-condicionados com saliva durante 30 minutos e grupo controle sem pré-
condicionamento com saliva. A saliva estimulada foi obtida de um Unico doador,
centrifugada a 10.000 g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante da saliva foi utilizado
para 0 pré-condicionamento de metade dos corpos-de-prova por 30 minutos para a
formacdo da pelicula adquirida. Assepticamente, 0s corpos-de-prova foram
transferidos para tubos contendo suspensdo (1 a 5 x 10° cels/ml) de uma das quatro
espécies de Candida avaliadas: C. albicans ATCC 90028, C. tropicalis ATCC 750, C.
dubliniensis CD 36 ou C. glabrata ATCC 2001, onde permaneceram por duas horas a
35°C. Apos esse periodo os corpos-de-prova foram removidos e gentilmente lavados
em PBS, por 75 segundos, e com etanol 80% para fixar o micro-organismo e, entao,
corados por 1 minuto com cristal violeta e novamente lavados com PBS. A aderéncia
dos micro-organismos foi avaliada pela contagem das col6nias utilizando um
microscopio optico (x 400). De acordo com os resultados encontrados pelos autores,
nenhuma diferenca significativa na rugosidade superficial entre os materiais foi

detectada, assim como a rugosidade parece nao interferir na aderéncia das espécies de
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Candida. Os valores de energia livre de superficie foram significativamente diferentes,
sendo que a resina termopolimerizavel apresentou os maiores valores. Segundo 0s
resultados obtidos, a presenca ou auséncia de saliva e as diferentes espécies de
Candida influenciaram significativamente a aderéncia dos micro-organismos, mas eles
ndo foram influenciados pelo método de polimerizacdo das resinas. A presenca da
saliva humana influenciou a contagem das espécies de Candida, resultando em uma
diminuicao nos valores de aderéncia para C. albicans e C. tropicalis, aumentando para
C. dubliniensis na superficie da resina termopolimerizavel. C. glabrata ndo teve o seu
crescimento influenciado pela saliva. Para a resina polimerizada por meio de micro-
ondas foi observado crescimento de C. albicans na presenca de saliva e nenhum efeito
significativo foi verificado para C. dubliniensis nas mesmas condicdes. Os autores
concluiram que o método de polimerizacao ndo influenciou os valores de aderéncia de
Candida e que ndo ha correlacdo entre a energia livre de superficie, a rugosidade
superficial e a adesdo das espécies de Candida avaliadas neste estudo.

O objetivo do estudo de Al-Bakri et al.! (2007) foi examinar e avaliar a
atividade antimicrobiana de extratos de plantas indigenas da Jordania, dissolvidas em
dimetilsulfoxido, utilizando o répido ensaio de XTT e métodos de contagem de
viaveis. Quatro cepas diferentes de bactérias, Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027),
Escherichia coli (ATCC 8739), Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) e Bacillus
subtilis (ATCC 6633) foram utilizadas. As amostras dos extratos de plantas utilizadas
para o estudo foram coletadas de diferentes partes da Jordania durante a primavera /
verdo 2005 ou adquiridas no mesmo periodo e foram secas a temperatura ambiente e
entdo moidas. Agentes antimicrobianos convencionais foram usados para medir a
susceptibilidade global das cepas bacterianas. O ensaio rapido de XTT foi usado para a
triagem inicial da atividade antimicrobiana dos extratos das plantas. A atividade
antimicrobiana dos extratos de plantas potencialmente ativos foi ainda avaliada
utilizando o método de contagem de coldnias. Quatro graus de atividade
antimicrobiana (alto, moderado, fraco e inativo) contra Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, respectivamente,
foram registados. Os extratos de plantas de Hypericum triquetrifolium, Ballota
undulata, Ruta chalepensis, Ononis natrix, Paronychia argentea e Marrubium vulgare
mostraram atividade antimicrobiana promissores. Este estudo mostrou que, embora

ambos os métodos XTT e contagem de coldnias possam ser utilizados para estimar a
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atividade antimicrobiana global de substancias experimentais, ndo ha uma forte
correlagdo linear entre os dois métodos.

Cheng et al.

(2007), baseado em estudos recentes, propuseram determinar a
capacidade de resisténcia da adesdo ndo especifica e formacao de biofilme de duas
bactérias: S. epidermidis (Gram positiva) e P. aeruginosa (Gram negativa) sobre uma
superficie recoberta por pPSBMA — poli (metacrilato de sulfobetaina) zwiteridnico em
diferentes espessuras de superficies. Para os testes foram preparados trés tipos de
SAMs (monocamadas de self-asembled de alcanetiol): 1-OEG (oligoetilenoglicol de
cadeia curta); 2-mistura de SOz /N"(CHa)s;; e 3- SAMs com terminagdo (CHs).
Amostras de vidro foram inicialmente recobertas com uma camada de 2 mm de
espessura de cromo para promover a adesdo e uma camada de ouro ativo (48 nm) pela
deposicdo de elétrons sob vacuo. Previamente a cobertura do SAM, a cobertura de
ouro sobre o vidro foi limpa com etanol e dgua destilada, e seca com Ny, e entdo
exposta ao 0zénio UV por 20 minutos, seguida de &gua destilada e etanol e seca com
N,. Para preparar o CH3 e 0 OEG a limpeza foi realizada com uma solucdo 0,1 mM de
etanol de 1-dodecanetiol ou terminacdo hidroxil-OEG por 24 horas para formar SAM
sobre a superficie de ouro, e a amostra foi lavada na sequéncia com etanol e agua e
seca em atmosfera de N,. Para preparar a mistura AS/TMA SAM, as amostras foram
imediatamente limpas em solucéo 0,2 mM de TMA e SA de PBS (pH7.4) por 24 horas
para formar a mistura de SAM na superficie de ouro, e entdo, foi lavada com etanol e
agua e secos em atmosfera de N,. Apos serem lavados pSBMA e pOEGMA foram
polimerizados em substratos com ouro de acordo com estudos prévios. Nesse estudo
para mensurar a adsor¢do de proteina sobre a superficie recoberta foi utilizado um
sensor da ressonancia de plasma da superficie (SPR) com um detector sensivel de
superficie monitorando a interacdo superficie-proteina em tempo real. Foi utilizada
uma solucéo de fibrinogénio de 1,0 mg/mL em PBS (0,15M, pH 7.4) para escoar na
razdo de 0,05mL/min. P. aeruginosa e S. epidermidis PAO1 com expressao plasmidea
GFP foram inicialmente cultivadas “overnight”, separadamente, a 37°C em TSB. As
culturas foram incubadas a 37°C em shaker a 100 rpm por 18 horas e entdo utilizadas
para inocular uma segunda cultura de cada espécie em 200 mL de meio apropriado.
Cémara de fluxo laminar nas dimensdes 300 x 38 x 3,5 mm foram utilizadas.
Amostras de vidro com 12 mm foram recobertas com filmes poliméricos ou organicos.
De acordo com autores, a adesdo de bactérias é influenciada pelo preparo da superficie

e pela estabilidade da cobertura ou tratamento. A polimerizacdo por transferéncia do
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radical atbmico (ATRP) e o auto ensaio sdo dois métodos para criar superficies bem
estruturadas com cadeias longas e curtas. Os resultados obtidos demonstraram que o
sinal de SPR foi diferente em funcdo do tempo em diferentes superficies. A resisténcia
a adsorcdo de fibrinogénio ndo-especifica foi alta para pPSBMA, a mistura AS/TMA
SAMs e OEG SAMs, enquanto que para o controle de ouro e a superficie hidrofobica
CH3SAMs houve alta adsorcdo de fibrinogénio. Foi encontrada diminuicdo
significativa na adesdo de S. epidermidis sobre pSBMA, pOEGMA e as misturas
AS/TMA SAMs e OEG SAMs quando comparados aos controle vidro e CH; SAMs.
N&o houve diferenca significativa entre as quatro superficies para a resisténcia de
adesdo de bactéria. A adesdo de S. epidermidis sobre a superficie hidrofébica (CHs
SAMs) foi 45% maior comparada ao vidro (p<0.05). A adeséo de fibrinogénio foi
reduzida para as misturas AS/TMA SAMs, OEG SAMs, pPSBMA e pPOEGMA. Para a
adesdo da P. aeruginosa, o vidro apresentou a maior adsorcdo de bactéria apos 3
horas. A adeséo sobre o OEG SAMs foi reduzida em 87% em comparacdo com a
superficie de vidro, quando comparado a mistura AS/TMA SAMs foi 30% maior, ndo
havendo, entretanto, diferenca entre as duas superficies (p>0.05). A adesdo de P.
aeruginosa sobre pPSBMA e pOEGMA foi reduzida para 80 e 75%, respectivamente,
quando comparada ao OEG SAMs e nenhuma diferenca significativa foi observada
entre pPSBMA e pOEGMA. A menor adesdo de P. aeruginosa no pPSBMA e pPOEGMA
sobre a mistura AS/TMA e OEG SAMs foi devida a cadeia molecular longa dos
grupos. Foi observado por Roosjen et al. que cadeias mais longas de PEG é mais
efetiva comparada a cadeias curtas OEG reduzindo a adesdo de P. aeruginosa,
enquanto o comprimento da escova PEG teve pequeno impacto na adesdo de S.
epidermidis. O pSBMA e pOEGMA tiveram baixa adesdo de bactéria, sendo sua
capacidade de inibir a adesdo de bactérias associada a sua capacidade de hidratacéo.
Tem sido mostrado pelos autores que zwiterionicos (pSBMA) e cargas misturadas
(AS/TMA) encontram moléculas de agua via solvente idnico, enquanto polimeros
hidrofilicos e neutros (OEG ou pOEGMA) encontram moléculas de agua via ponte de
hidrogénio. Segundo os autores é interessante observar que hidrofobicos (CH3SAMS)
apresentam muito baixa adesdo de P. aeruginosa, o qual pode ser devido a diferentes
mecanismos. A reducdo da adesdo da P. aeruginosa sobre superficie hidrofobica é
conhecidamente causada pela baixa energia de superficie do grupo metil. Forgas de
interacdo mais fortes entre S. epidermidis e a superficie hidrofobica mediada pelas

proteinas de superficie do S. epidermidis, presumivelmente, a forca de adeséo entre P.
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aeruginosa e CH3; SAMs tem relativamente o maior pico devido ao contetdo
polissacarideo sobre a superficie da P. aeruginosa. Os polimeros pSBMA e pPOEGMA
exibiram acumulo de bactéria. No estudo de curto tempo de adesdo, a drastica reducao
da adesdo de P. aeruginosa sobre a superficie hidrofébica é antecipada devido ao
desprendimento da bactéria através da interface ar-liquido. No estudo a longo prazo, a
adesdo inicial da bactéria ocorre para sintetizar EPS para aderi-la. Tanto 0 pSBMA
zwiteridnico e pOEGMA hidrofilico/neutro escovados por enxerto via ATRP
reduziram dramaticamente a adesdo e acumulo de bactéria. Esta reducéo foi devida a
sua forte hidratacdo intrinseca via interacdo eletrostatica para pPSBMA ou interacao
ponte de hidrogénio para pPOEGMA. Esta reducdo resulta de cadeias mais longas e
densidades maiores. Os resultados sugerem que pSBMA € um excelente material para
resistir a adesdo a bactérias e formacéo de biofilme e ATRP é um método excelente
para preparar superficies efetivas.

O objetivo do estudo de Cringus-Fundeanu et al.”® (2007) foi apresentar um
método para prevenir a adesdo de micro-organismos das superficies. Poliacrilamida
(PAAmM) foram cultivadas a partir de wafers de silicio por atomos de transferéncia de
polimerizagéo radical (PRTA), utilizando um procedimento de reacdo de trés passos
que consistem da imobilizagdo do agente de acoplamento  C-
aminopropiltrietoxissilano, da ancoragem de um iniciador de PRTA 4-(clorometil)
benzoila, e da polimerizacdo radicalar controlada de acrilamida. As superficies foram
caracterizadas por espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS), espectroscopia de
infravermelho, elipsometria e medidas de angulo de contato. A densidade de PAAmM
calculada apontou a presenca de cadeia polimérica densa e homogénea. Taxas iniciais
de deposicdo, de adesdo apés 4 h, e descolamento de duas cepas de bactérias
(Staphylococcus aureus ATCC 12600 e Streptococcus salivarius GB 24/9) e uma cepa
de levedura (Candida albicans GB 1/2) sobre ambas as superficies de silicio PAAM
revestidos e ndo tratadas foram avaliadas numa camara de fluxo de placas paralelas.
Observou-se uma reducdo elevada (70-92%) na adesdo de micro-organismos a
superficie com PAAm comparada com as superficies ndo tratadas. A aplicagdo do
PAAM em tubos de silicone confere grande potencial do desenvolvimento de
biomateriais para implantes com reduzida taxa de aderéncia de micro-organismos.

A rugosidade de superficie e a aderéncia de Candida albicans em quatro
resinas acrilicas para base de protese e cinco reembasadores resilientes com diferentes

polimentos de superficies foram estudadas por Nevzatoglu et al.®!” (2007). As
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amostras, cujas dimensdes eram de 10 x 10 x 2 mm, foram processadas contra o vidro,
0 gesso ou polidas com pontas carbide de tungsténio. Apos a confecgdo dos corpos-de-
prova, as medidas de rugosidade foram registradas, seguidas pela contaminagdo com
Candida albicans ATCC 2091 a uma concentracdo de 10° cels/ml. Os resultados
obtidos demonstraram que os tipos de polimento afetaram os valores de rugosidade de
superficie dos materiais testados. Os materiais processados contra as superficies de
vidro apresentaram menores valores de rugosidades, comparados aqueles processados
contra o gesso e com pontas especificas. Além disso, eles também apresentaram menor
adesdo de Candida albicans, mas a diferenca encontrada ndo foi estatisticamente
significante. As resinas acrilicas para base de prétese exibiram menores valores de
rugosidade superficial comparadas aos reembasadores resilientes, independente dos
métodos de polimerizacdo. O tipo de polimento de superficie ndo influenciou a adesédo
de Candida albicans, mas, considerando os tipos de materiais, a adesdo fungica foi
menor nas resinas acrilicas para base de proteses comparadas aos reembasadores
resilientes. Embora os materiais auto e termopolimerizaveis ndo apresentarem
diferencas significantes nas rugosidades superficiais, os materiais termopolimerizaveis
exibiram menor adesdo de Candida albicans. Diante dos resultados, os autores
concluiram que instrucbes de higiene oral e programas de manutencao para pacientes
com proteses reembasadas devem ser cuidadosamente realizados a fim de evitar a
estomatite protética, considerando que a adesdo de Candida albicans nos materiais
reembasadores foi maior do que nas resinas acrilicas para base de protese.

Tendo em vista a necessidade de métodos de higienizacdo eficazes para
impedir o acimulo de micro-organismos sobre as superficies, Paraskevas et al.”, em
2007, avaliaram o efeito de um dentifricio sobre a eficacia da escovacdo. Trinta e seis
pacientes com a presenca de cinco dentes naturais por quadrante participaram do
estudo. Os participantes foram divididos em dois grupos: Grupo 1- escovacdo dos
dentes com dentifricio (NaF) durante 2 min (30 s por quadrante, divididos em 15 s por
vestibular e 15 s por lingual) e Grupo 2- escovacdo dos dentes sem dentifricio,
imergindo a escova apenas em agua. Antes do inicio do estudo, os participantes foram
instruidos a ndo realizar nenhum método de higiene oral 48 h antes da primeira
avaliacdo. Ap0s este periodo, os participantes passaram pela primeira avaliacdo, onde
foi realizada a coloragdo da placa bacteriana e os indices de placa bacteriana foram
obtidos. Os participantes, entdo, ganharam uma escova de dente e foram instruidos a

realizar a escovacdo com e sem dentifricio. No final do procedimento, a placa
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bacteriana remanescente foi novamente corada e os indices de placa anotados.
Decorrida 1 semana, 0s pacientes retornaram ao consultorio e 0 mesmo procedimento
de ndo realizar nenhum método de higiene oral 48 h antes da consulta foi adotado.
Nesta consulta, nova avaliacdo da placa bacteriana foi realizada antes da escovacdo e
os procedimentos foram repetidos nos dois grupos e, apds a escovacao, nova avaliagdo
do indice de placa bacteriana foi realizada. Os resultados mostraram que a escovacgao
com dentifricio resultou em uma media de reducdo da placa bacteriana de 50%,
enquanto que a escovagdo com agua reduziu a placa bacteriana em torno de 56%. De
acordo com os autores, a razdo para a menor reducdo de placa bacteriana no grupo de
escovacao com dentifricio pode estar relacionado aos componentes deste dentifricio,
como abrasivos ou detergentes. Estes componentes contribuem para uma diminuicao
da efetividade do dentifricio na remocdo do biofilme. Sendo assim, concluiu-se que o
uso de dentifricio ndo contribuiu para a remocdo da placa bacteriana durante a
escovacdo mecanica. Ainda, a acdo mecanica fornecida pela escova dental foi o
principal fator no processo de remocéo da placa bacteriana.

Tari et al.*** (2007) verificaram o efeito da rugosidade superficial e do tempo
de adesdo de C. albicans em reembasadores resilientes. Para isso, foram
confeccionados 50 corpos-de-prova dos reembasadores resilientes Visco Gel, Ufi Gel
P e Molloplast B. Do total, 10 corpos-de-prova de cada material foram utilizados para
a mensuracdo da rugosidade superficial e o restante foi usado para o teste de aderéncia
de C. albicans. Previamente ao ensaio de aceleracdo da idade, o qual foi dependente
do material e das instrucdes do fabricante, foram mensuradas a rugosidade superficial
e a adesdo de C. albicans (baseline). Para o teste de adesdo, as amostras foram
incubadas em saliva coletada de 4 individuos saudaveis por 1 hora a 37°C, ap0s
centrifugacdo a 5.000 g por 15 minutos. Apds a exposicdo em saliva, 0s corpos-de-
prova foram incubados com cepas isoladas de C. albicans ATCC 90028, por 3 horas a
37°C e as células aderidas foram quantificadas microscopicamente apds coloragdo com
técnica de Gram. O tempo de aceleracdo da idade dos corpos-de-prova foi dependente
do material e das instrucbes dos fabricantes. Os resultados indicaram que o
envelhecimento promoveu aumento significante da rugosidade superficial, sendo
maior para o material Visco Gel comparado com Ufi Gel e Molloplast, o qual
apresentou a superficie mais lisa. Ainda, o envelhecimento promoveu aumento da
adesdo de C. albicans. Ndo foram encontradas diferencas significantes entre os

diferentes materiais na adesdo de C. albicans, para amostras iniciais (sem



Revisae da Literatura 59

envelhecimento). O reembasador Molloplast apresentou maior adeséo de C. albicans
apos o envelhecimento. A saliva ndo afetou significantemente a aderéncia fangica dos
materiais, exceto para as amostras submetidas ao processo de envelhecimento, nas
quais a saliva aumentou a aderéncia fungica. Os autores concluiram que o
envelhecimento dos materiais causa aumento da rugosidade e da adesdo de Candida
albicans o que é agravado pela presenca da saliva.

Ainda em 2007, Thein et al."*® examinaram as interacdes de biofilme de duas
espécies de Candida, Candida albicans e Candida krusei, nas superficies acrilicas de
prétese. Para isso dois isolados de Candida albicans (Ca) e dois de Candida krusei
(Ck), com alta (Cah, Ckh) e baixa (Cal, Ckl) capacidades de formacdo de biofilmes,
foram utilizados. Os biofilmes foram desenvolvidos em superficies acrilicas
aerobicamente a 37°C em meio YNB e o crescimento foi quantificado por unidades
formadoras de col6nias (UFC). Os autores avaliaram os perfis de populagdo dos
biofilmes contendo cada par de espécies de Candida, de um total de quatro pares de
combinacdo, depois de 12 horas; o efeito de uma concentracéo constante de Cah (10’
cels/mL) nas concentracdes variantes de Ckh (10° - 10’ cels/mL) sobre o
desenvolvimento do biofilme de duas espécies e o efeito da saliva no desenvolvimento
do biofilme de duas espécies. A mistura de saliva ndo estimulada utilizada nesse
estudo foi coletada de cinco doadores saudaveis e centrifugada a 10.000 g por 15
minutos a 4°C. Além disso, a saliva foi filtrada com uma membrana de 0,22
micrémetros. Os resultados demonstraram que os biofilmes de dupla espécie exibiram
menor populacdo de células depois de 9 ou 12 horas comparados aos biofilmes de
monoespécie. A Candida albicans (10" cels/mL) co-cultivada com concentracdes
iniciais variantes de Candida krusei foi inibida em altas concentra¢fes da C. krusei
(10° - 107 células/mL), e a populacdo dessa Ultima, de maneira geral, foi menor na
presenca da Candida albicans, o que indica um efeito de antagonismo mutuo de
Candida albicans e Candida krusei nos modelos de biofilme de duplas espécies.
Todos os biofilmes de monoespécie da Candida krusei foram significantemente
diminuidos pela presenga da cobertura de saliva sobre o substrato acrilico ou pela
incorporacdo de saliva no meio de incubacdo. Os biofilmes de dupla espécie de
Candida krusei e os biofilmes de Candida albicans, mono ou dupla espécie, ndo foram
afetados pela saliva. Os resultados indicam que caracteristicas quantitativas e
qualitativas de uma espécie de Candida modificam a fisiologia de outras espécies

fangicas, e interagdes competitivas dessas espécies sdo importantes na co-habitacédo
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em biofilme. Além disso, a saliva humana pode modular esse processo dependendo da
natureza e nimero de espécies.

Em 2008, da Silva et. al.® avaliaram se a suplementacdo com glicose na
formulacdo do XTT poderia melhorar a confiabilidade e reprodutibilidade do teste
devido ao fornecimento de nutrientes que permitissem seu caminho nas camadas do
biofilme. Candida albicans ATCC 90028 foi cultivada aerobicamente a 37°C por 18
horas em Agar Sabouraud dextrose, e entdo uma alcada foi semeada em YNB
suplementado com 50 mM de glicose por 18 horas, até atingir a ultima fase de
crescimento exponencial. Apos este periodo, as células foram centrifugadas e lavadas
duas vezes em PBS (pH 7.2) e entdo ressuspendidas em YNB suplementado com
glicose a 100 mM. Para o experimento foi utilizada a suspenséo de 10 cels/mL, cuja
densidade oOptica foi ajustada pela escala de McFarland, utilizando o espectrofotdmetro
Beckman. Esta concentracdo celular foi utilizada por ser considerada 6tima para o
desenvolvimento do biofilme. Uma aliquota de 100ul da suspensdo celular padréo foi
transferida para uma placa de 96 orificios estéril e incubada por 90 minutos, a 37°C,
sob agitacdo de 75 rpm. Apds a fase de adesdo, a suspensdo celular foi gentilmente
aspirada e cada orificio foi lavado duas vezes com PBS para remover as células ndo
aderidas. Em seguida, 200 pl de YNB suplementado com glicose a 100mM foram
adicionados em cada poco, e entdo as placas foram incubadas por 24, 48 e 72 horas
nas mesmas condicdes anteriores. A cada 24 horas de incubacao, o meio foi aspirado,
o biofilme lavado duas vezes com PBS e acrescentado 200 pul de meio fresco. Os
tempos de formacao de biofilme foram quantificados utilizando o ensaio do XTT. Os
procedimentos foram realizados 6 vezes em duas ocasides distintas. O XTT foi
dissolvido em &gua ultrapura (Milli-Q) a uma concentracdo final de Img/mL, sendo
filtrado e armazenado a -70°C até sua utilizacdo. A solucdo de menadiona foi
preparada, imediatamente, no momento do experimento, sendo que a propor¢do da
solugédo de XTT para menadiona foi o volume de 20:1. O biofilme foi lavado com 200
pl de PBS para remover células ndo aderidas e a seguir foi colocado em cada orificio:
158 pL de PBS com e sem glicose nas concentragdes de 200, 100 e 50 mM; 40 pl de
XTT e 2 pl de menadiona. A placa foi envolvida em papel aluminio e a 37°C por 90
minutos, 3 h ou 4 horas. Logo apos esse periodo uma aliquota de 100 ul foi transferida
para uma nova placa e a alteragdo colorimétrica foi mensurada em um
espectrofotémetro com filtro de 492 nm. Foi observado que a incubagdo com XTT por

180 minutos (3 horas) demonstrou valores mais coerentes para 0 prosseguimento da
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andlise. No periodo selecionado, o biofilme incubado para cada concentracdo de
glicose demonstrou diferenca estatisticamente significante. A adicdo de glicose foi
responsavel pela atividade oxidativa, indicando interferéncia na atividade metabolica e
resultando em um menor coeficiente de variacdo. A adicdo de glicose aumentou a
deteccdo dos produtos reduzidos do XTT, os formazans, comparado ao controle sem
nenhuma adi¢do. Os autores concluiram que o teste XTT suplementado com 200 mM
de glicose e o tempo de incubacdo de 180 minutos foram considerados ideais para se
avaliar a reprodutibilidade e confiabilidade dos resultados.

A adesdo de Candida albicans e a adsorcdo de macromoléculas salivares sobre
a superficie acrilica de proteses dentarias podem ser consideradas fatores em potencial
no desenvolvimento de estomatite protética. Dessa forma, Elguezabal et al.*® (2008)
avaliaram a dupla funcdo da saliva na aderéncia de C. albicans ao polimetilmetacrilato
(PMMA). C. albicans sorotipo A (NCPF 3153), C. albicans Ca2, uma cepa mutante
do serotipo A de tubo germinativo deficiente e C. albicans UC1, foram utilizadas no
estudo. Amostras de saliva ndo estimulada foram coletada a partir de cinco doadores
saudaveis, sendo que estes ndo haviam tomado qualquer medicacdo durante os trés
meses anteriores a pesquisa e nao tinham doenca periodontal ou cérie ativa. A saliva
foi misturada, centrifugada a 6000 g durante 30 min a 4°C e o sobrenadante foi
armazenado a 4°C até sua utilizacdo, caso ocorresse no mesmo dia ou a -80°C até
serem utilizadas. Amostras de PMMA (5 x 5 mm) foram confeccionadas, imersas em
agua destilada por uma semana para eliminacdo do monémero residual. Em seguida,
as amostras foram submetidas a banho de ultrassom por 20 minutos, lavadas em agua
destilada estéril e secas. As celulas da levedura foram inoculadas em meio 199, pH
6,7, e ajustadas a uma concentracéo final de 8 x 10° células/mL e incubadas durante 2
horas a 37°C ou 25°C em placas de cultura de 24 pocos contendo 0s corpos-de-prova
de PMMA e 350 ul da suspensdo. Apos este periodo, os corpos-de-prova foram
removidos das placas, lavados em solucdo salina estéril e a quantidade de micro-
organismos aderidos foi quantificada pela contagem do numero total de células. O
nimero de células germinadas foi mensurado em 12 campos (0,64 mm?). A
porcentagem de germinacdo foi calculada pela seguinte equacdo: % Germinagdo =
(células germinadas / células totais) x 100. Para determinar o efeito sobre a adeséo da
pelicula salivar, as amostras foram previamente incubadas em 350 pl de saliva durante
30 min a 37°C. Os resultados confirmaram o papel duplo desempenhado pela saliva,

uma vez que a adesdo diminuiu as células germinadas, mas aumentou a adeséo de
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células de levedura no PMMA. Estes efeitos mediados pela saliva ndo parecem estar
relacionados com a inibicdo da germinacdo de C. albicans, uma vez que niveis
similares de filamentacdo foram observados na presenca e auséncia de saliva. Estes
resultados podem fornecer novas diretrizes sobre o papel conflitante de saliva na
adesdo de C. albicans em resinas acrilicas de base de proteses.

Ainda em 2008, Pereira-Cenci et al.” investigaram as interacdes entre Candida
albicans e Candida glabrata ou Streptococcus mutans no crescimento do biofilme em
varias superficies, na presenca e na auséncia de saliva. Discos de hidroxiapatita (HA),
polimetilmetacrilato (PMMA) e reembasador de protese resiliente (SL) foram
utilizados como substratos. Os micro-organismos utilizados neste estudo foram S.
mutans PDM1528: um mutante de S. mutans UA159 contendo um fragmento de
proteina fluorescente verde (GFP) de codificacdo do gene, C. albicans ATCC 90028 e
C. glabrata ATCC 90030. Para preparar os inéculos, o S. mutans foi cultivado
anaerobicamente em extrato de levedura Todd-Hewitt (THY) suplementado com
10mg/mL de eritromicina, por 48 horas. C. albicans e C. glabrata foram cultivadas em
condicdes aerdbias Placas CHROMagar por 24 h. O meio semi-definido modificado
(pH 7,0) utilizado neste estudo é constituido por fosfato de potassio, fosfato de
nitrogénio, cloreto de sodio, sulfato de magnésio, &gua e suplementado com vitaminas
(&cido nicotinico, piridoxina HCI, &cido pantoténico, Riboflavina, tiamina HCI e D-
biotina), aminoacidos (acido L-glutamico, L-arginina HCI, L-cisteina HCI, e de L-
triptofano), extrato de levedura, esterilizado por filtracdo. Este meio foi selecionado
pelo seu pH neutro constante, o que favorece o desenvolvimento das hifas. Além
disso, 0 meio permite 0 crescimento concomitante das espécies e diminui a
interferéncia de fundo na microscopia confocal a laser (MCVL). Subsequentemente,
as colonias individuais foram inoculadas separadamente em 10 mL do meio semi-
definido para cada microrganismo e incubadas em anaerobiose para S. mutans e
aerobicamente por espécies de Candida em 37°C overnight. A seguir, as células, que
se apresentavam na fase de crescimento exponencial tardia, foram lavadas com PBS,
ressuspensas em meio de cultura e ajustadas espectrofotometricamente a uma
concentracdo de 10° células/ml (0,35 a 600 nm) para as bactérias e 10" células/ml para
as especies de Candida (0,38 a 520 nm). Os ensaios de biofilme foram realizados com
biofilme de uma Unica espécie de C. albicans ou C. glabrata, e biofilmes mistos de S.
mutans e C. albicans, S. mutans e C. glabrata ou C. albicans e C. glabrata. Discos dos

trés materiais foram colocados individualmente em cada poco de placa de cultura de
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24 orificios. A seguir, 2 mL de cada suspensdo de células foram adicionados a cada
poco. Os biofilmes formados foram previamente expostos em saliva por 1 h a 37°C. A
saliva humana foi coletada de um Unico voluntario saudavel através de estimulacao
mastigatdria com Parafilm, de forma refrigerada com gelo e entdo centrifugada 10000
X g durante 10 min a 4°C. O sobrenadante foi removido e imediatamente utilizado.
Para cada dia experimental, a saliva era coletada no mesmo horario e o volume
coletado era de 50 mL. Todos os ensaios do biofilme foram realizados em duplicata
em pelo menos quatro ocasides. Os micro-organismos foram cultivados de forma
intacta (sem agitacdo), durante 24 horas para permitir a formacdo de biofilme.
Adicionalmente, biofilmes foram cultivados para andlise em MCVL. A quantidade de
micro-organismos viadveis nas camadas do biofilme acumulado foi determinada e
convertida para unidades formadoras de col6nias por area de superficie (UFC). Além
disso, microscopia de varredura confocal a laser foi utilizada para caracterizar os
biofilmes e quantificar o nimero de hifas em cada condigdo testada. Os resultados
obtidos demonstraram que as quantidades de Candida albicans e Candida glabrata
viaveis por mm? diminuiram na seguinte ordem: HA > PMMA > SL, independente do
acucar utilizado ou das combinagdes de biofilmes. A Candida glabrata apresentou
maiores quantidades de UFC comparada com a Candida albicans em todas as
condicOes experimentais. O crescimento de biofilmes em corpos-de-prova cobertos
com saliva foi menor, em algumas condicGes, para a Candida glabrata comparado
com os corpos-de-prova nao cobertos. Entretanto, os biofilmes de Candida albicans
ndo foram afetados pela saliva. Ainda, a saliva promoveu a formacdo de biofilmes
menos densos. A glicose e a presenga de Streptococcus mutans diminuiram a producéo
de hifas de Candida albicans. Os biofilmes de ambas as espécies de Candida ndo
apresentaram interacdes competitivas entre si. O biofilme misto de C. albicans e S.
mutans formado sobre o material resiliente foi composto de duas camadas: uma mais
préxima do material consistindo quase que completamente pela bactéria e a segunda,
mais afastada da superficie da amostra, isto €, mais externamente, consistindo somente
de células de Candida. Os autores concluiram que os biofilmes de Candida sdo
significantemente afetados pela saliva, tipo de substrato e pela presenga de outros
micro-organismos.

A finalidade do estudo de Amano et al.? (2010) foi determinar se a resisténcia a
escovacao de um revestimento de dioxido de titdnio sobre um substrato de polimetil

metacrilato (PMMA), foi melhorada pelo tratamento prévio com um agente a base de
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acriloxipropil trimetoxisilano. Amostras (22 X 23 mm) de uma resina acrilica de base
de protese (Acron GC) foram confeccionadas e entdo polidas, com a finalidade de se
obter uma interface com o verniz de 6xido de titanio (TiO2) melhorada. A seguir, 0s
corpos-de-prova foram submetidos a banho em ultrassom por 10 minutos. A camada
de verniz foi depositada por pulverizacdo, com ou sem tratamento prévio com um
primer silano e grupados em trés grupos experimentais: SP — somente primer silano;
TC — somente verniz TiOy; SP + TC — primer silano e TiO,. As superficies foram
analisadas atraves de espectrometro infravermelho (FT-IR) equipado com
microscopio, microscopia eletronica de varredura (SEM), e microanalisador eletrdnico
de raios X (EPMA). AvaliagOes transversais foram realizadas para determinar as
caracteristicas superficiais ap0s os tratamentos. A resisténcia a escovacao foi analisada
pela escovacao das amostras de todos 0s grupos em maquina de ensaios que simula a
escovacdo mecanica. Foi utilizada escova comercial (Liodebt), sendo que a forca de
escovacdo aplicada foi de 300g e a velocidade de escovagédo foi de 150 ciclos por
minutos. Foram realizadas de 1 X 10* a 1 X 10° ciclos de escovagéo para o grupo TC;
1 X 10° ou 2 X 10° para SP + TC. As alteragdes de composicéo foram mensuradas
pelo célculo das proporgdes atbmicas de titdnio e carbono (Ti/C). A analise por
mapeamento através de EPMA e MEV também foram realizadas apo6s os testes de
escovacdo. As proporgdes de Ti/C dos grupos TC e SP + TC foram analisadas por
analise de variancia de 1 fator e a comparacdo antes e apds a escovacdo foi
determinada pelo teste de Bonferroni. A significancia utilizada para todas as analises
foi de 95%. O tratamento prévio promoveu aumento da resisténcia a escovacao,
enquanto que o revestimento de titanio foi removido depois de menos de 1 x 10° ciclos
de escovacdo, sem tratamento prévio. Isto sugere que o tratamento prévio com um
agente a base de acriloxipropil trimetoxisilano pode conferir uma maior durabilidade
contra o stress induzido pela escovacéo sobre um revestimento de TiO, e sua aplicagao
em proteses de resina acrilica.

Dada a caracteristica de reservatorio potencial de infeccdo dos implantes
dentérios, especialmente pela contaminacéo de Candida albicans por via oral, Burgers
et al.” (2010) avaliaram a adeséo fingica inicial em trés tipos de superficie de titanio
diferencialmente texturizadas e de uma superficie de implante de zirconia, e
correlacionaram essas diferencas de resultados nas caracteristicas especificas de
superficie (rugosidade - Ra e energia livre de superficie - ELS). Além disso, foi

investigada também a influéncia da pelicula salivar e duas proteinas salivares
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especificas (mucina e albumina). Discos de 5 mm de didmetro e 1 mm de espessura
dos quatro tipos de superficies de implantes tiveram sua rugosidade superficial (Ra)
aferida. A seguir, o angulo de contato foi mensurado goniémetro, para a determinacao
da energia de superficie livre (ESL), utilizando-se trés liquidos diferentes: agua
deionizada, diiodometano e etilenoglicol. Uma amostra de cada grupo foi submetida a
microscopia eletronica de varredura (MEV) para a validagdo morfoldgica. Todas as
amostras foram incubadas por 30 minutos em Hipoclorito de sodio 1% para prevenir a
contaminagdo microbiana e entdo esterilizadas antes do uso. Previamente aos testes de
adesdo fungica, a formacdo da pelicula adquirida foi realizada pela incubagdo das
amostras em 1 mL de saliva, PBS, solugdo mucina ou solugdo de albumina por 2
horas. Saliva ndo estimulada foi coletada pela expectoracdo de um individuo saudavel
sem qualquer atividade de cérie ou doenca periodontal. A saliva foi esterilizada por
filtracdo. A sequir, foi realizada a formacdo do biofilme de C. albicans sobre a
superficie das amostras. Para isso, a cepa clinica isolada de C. albicans DSMZ 1386
foi incubada overnight em meio fangico, seguido de centrifugacdo das células a 1000
g por 5 minutos a 18°C. A suspensdo foi ajustada a uma concentracdo de 0,3 de
densidade Optica a 540nm. Os corpos-de-prova foram incubados nesta suspensao
celular padrdo por 2,5 horas a 37°C. Apds este periodo, as amostras foram lavadas trés
vezes em PBS e entdo transferidas para tubos Falcon e armazenadas a 4°C. Foi
adicionado ainda 4 pl de &cido percloridrico, agitados por 30 segundos em vortex e
500 pl de bicarbonato de potéassio foi adicionado para neutralizagdo. A seguir os tubos
foram centrifugados a 7300 g por 5 minutos a 4°C. Cem microlitros desta solucéo
foram transferidos para cada po¢o de placas de cultura de 96 orificios e entdo 100 ul
de ATP bioluminescente foi adicionada em cada orificio. A luminescéncia foi
determinada apds 5 minutos, sendo que alta luminescéncia representa elevada adesao
de C. albicans. Dez amostras de cada material foram usadas para a quantificacdo por
luminescéncia, duas para controle (sem micro-organismo) e duas foram controle
positivo (com micro-organismo e sem morte). A menor quantidade de células fungicas
foi encontrada em amostras jateadas, enquanto que os implantes de zirconia nao
demonstraram qualquer reducdo potencial na aderéncia de C. albicans. A influéncia da
ESL do implante fungos parece ser mais importante do que a influéncia da rugosidade

na formacéo do biofilme de C. albicans. A proteina mucina provocou o maior acumulo
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de C. albicans. Em contraste, é provavel que a albumina esteja envolvida no processo
de adeséo de C. albicans.

A proposta do estudo in vitro de Freitas Fernandes et al. *° (2010) foi avaliar a
eficacia de solucdes de limpeza em biofilmes de Candida, mono ou dual, formados em
resina poliamida. Para isso, amostras (10 mm de didmetro e 2mm de espessura) foram
confeccionadas com resina acrilica polimerizada em micro-ondas (Acron MC) ou com
resina poliamida termoplastica (Flexite). A seguir as amostras foram mantidas em
agua destilada a 37°C por 12 horas para eliminar os mondémeros residuais.
Posteriormente, os corpos-de-prova foram lixados e polidos para padronizar a
rugosidade superficial, a qual foi subsequentemente mensurada em rugosimetro com
resolucao de 0,01 um. Trés mensuracdes foram feitas para cada amostra e a média foi
calculada. Para ambas as resinas foi padronizada a rugosidade de 0,34 + ou — 0,02 pum.
Apo0s a leitura da rugosidade, os corpos-de-prova foram limpos em ultrassom por 20
minutos para remover qualquer contaminante ou artefato da superficie que obteve o
angulo de contato mensurado. Para esta etapa foram selecionados trés liquidos: agua
destilada, formamida e 1-bromonaphthaleno. O angulo de contato foi mensurado trés
vezes em cada liquido a 25 + ou - 1°C, e a média foi determinada. A energia de
superficie livre (mN.m-1) foi calculada. Culturas fungicas ATCCs de C. albicans e C.
glabrata foram reativadas de suas culturas originais e incubadas por 24 horas a 37°C.
As células foram entdo lavadas e ressuspensas em YNB suplementados com 100 mM
de glicose e padronizadas a uma concentragdo de 1 a 5 x10° células/mL, ajustadas em
espectrofotdmetro, com uma absorbancia de 0,38 a 520 nm. Os biofilmes foram
formados por C. albicans e C. glabrata isoladas e pela combinacdo destas espécies. Os
discos dos dois materiais foram mantidos verticalmente em placas de cultura com 24
orificios, seguindo-se a introducdo de 2 mL de cada suspensdo celular (10° CFUs C.
albicans e /ou C. glabrata em YNB) nos orificios. Os biofilmes foram formados sobre
peliculas salivares (incubacdo em saliva humana filtrada por 30 minutos) dos discos de
PMMA e resina poliamida. A area da superficie era de 219,8 mm?2. Todo o ensaio de
biofilme foi realizado em duplicata em pelo menos 4 experimentos independentes em
diferentes dias. Os micro-organismos foram desenvolvidos a 37°C a 75 rpm em
agitador orbital por 72 horas. Apds este periodo, as amostras foram divididas em 4
grupos separados pelos tratamentos: &gua destilada — controle negativo; solucdo
enzimética (PD), solugdo de Corega Tabs (CT) ou solucdo de hipoclorito de sddio a

0,5%, que serviu como controle positivo. Antes e apds 0s tratamentos, 0s corpos-de-
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prova foram lavados duas vezes em PBS. Apos os tratamentos, os discos foram
transferidos para tubos contendo 3 mL de PBS. Os micro-organismos aderidos foram
removidos das amostras por sonificacdo a 7W por 30 segundos. As solucgdes sonicadas
foram diluidas de forma seriada em PBS e 20ul das dilui¢ées foram plaqueadas em
triplicata em &4gar CHROMOagar e Agar Sangue (usado para verificar possiveis
contaminagdes). As placas foram incubadas a 37°C em ambiente aerébico por 24-72
horas. As unidades formadoras de coldnias foram contadas e o resultado expresso em
unidades formadoras de col6nias por area. Todos os biofilmes testados apresentaram
crescimento na resina poliamida que tinham a menor energia de superficie livre. As
solucdes de limpeza diminuiram significativamente os niveis de Candida; entretanto, a
solucdo de NaOCI foi a Unica solucdo eficaz. C. glabrata promoveu aumento
significante das unidades formadoras de colonias em todas as condigdes
experimentais. Os autores concluiram que o biofilme de Candida spp. formado nas
resinas poliamidas se desenvolvem mais que sobre as superficies de PMMA. As
solucdes de limpeza sdo capazes de remover os biofilmes de Candida spp. formados
em ambas as resinas.

Silva et al.'® (2010) relataram que a candidose tem sido atribuida a C.
albicans, embora as infeccdes causadas por espécies ndo-Candida albicans Candida
(NCAC) estejam sendo cada vez mais frequentemente identificadas. A capacidade da
Candida se desenvolver em biofilmes traduz uma caracteristica importante na infeccao
e persisténcia no hospedeiro. A atividade em biofilmes é significativa, uma vez que a
alta atividade pode ser associada com aumento da expresséo de fatores de viruléncia,
enquanto que a baixa atividade foi previamente sugerida como um mecanismo de
resisténcia das células do biofilme aos antimicrobianos. Assim, 0s autores
determinaram a atividade metabdlica dos biofilmes formados in vitro por diferentes
isolados clinicos de espécies NCAC. A atividade metabolica total in situ de biofilmes
de C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata foi determinada utilizando o ensaio de
reducdo XTT, e por contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC). A estrutura
do biofilme foi avaliada pela microscopia eletrénica de varredura (MEV). Os
resultados mostraram que a atividade metabolica total do biofilme é espécie e cepa
dependente. C. glabrata apresentou a menor atividade metabolica do biofilme apesar
de ter o maior nimero de células cultivaveis no biofilme. Do mesmo modo, a atividade
metabolica da C. glabrata das células plancténicas foi menor do que as outras

espécies. Este estudo demonstrou a existéncia de diferengas intrinsecas na atividade de
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espécies NCAC, o que pode trazer implicacBes importantes em relacdo a viruléncia
das espécies. Além disso, houve auséncia de correlagdo evidente entre a quantidade de
unidades formadoras de colbnias e a atividade metabolica do biofilme, induzindo o
questionamento sobre qual parametro é o mais adequado para a avaliacéo in vitro de
biofilmes e seu significado clinico potencial.

A adesdo de Candida albicans em superficies constitui pré-requisito para a
ocorréncia da estomatite protética. Dessa forma, Zamperini et al.** (2010)
investigaram se as modificacdes de superficie com tratamentos a plasma poderia
reduzir a adeséo de C. albicans em uma resina acrilica para base de protese. Amostras
de 13,8 mm de didmetro e 2 mm de espessura (n = 180) com superficies lisas e/ou
rugosas foram confeccionadas utilizando-se a resina polimerizada por energia de
micro-ondas Vipi Wave e tiveram, a seguir, sua rugosidade superficial mensurada por
rugosimetro SJ-400 (Mitutoyo), a fim de padronizar a superficie das amostras.
Posteriormente, os corpos-de-prova foram divididos em cinco grupos: controle-
amostras sem tratamento; grupos experimentais- 0s corpos-de-prova foram submetidos
a tratamentos com plasma com a finalidade de se obter superficies com diferentes
hidrofobicidades (AR/50 W; ArO2/70 W; AAt/130 W) ou incorporacdo de fluor
(Ar/SF670 W). O angulo de contato foi mensurado em goniémetro, utilizando-se agua
deionizada como liquido teste, imediatamente ap6s 0s tratamentos e depois da imersao
em agua durante 48 h. Adicionalmente, a caracterizacdo da superficie foi realizada por
espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X. Para cada grupo, metade das
amostras foi incubada com saliva antes o ensaio de adesdo. A saliva foi coletada de 15
adultos saudaveis, de forma ndo estimulada e acondicionada no interior de Tubos
Falcon de 50 mL, os quais estavam imersos em gelo, com a finalidade de manter a
saliva coletada refrigerada. A seguir, a saliva total foi misturada, homogeneizada e
centrifugada a 10.000 x g por 5 minutos a 4°C e entdo diluida na proporcéo de 50% em
volume em PBS estéril, sendo armazenada a -70°C até sua utilizacdo. ApoOs a
exposicdo em saliva foi realizado o ensaio de aderéncia de C. albicans. Para isso, C.
albicans ATCC 90028 foi cultivada de sua cultura original em meio YEPD por 48
horas a 37°C. A seguir duas al¢adas desta cultura jovem foram transferidas para Tubos
Falcon contendo 20 mL de YNB suplementado com 50 mM de glicose e incubadas por
24 horas a 37°C. As células resultantes apds este periodo foram entdo lavadas duas

vezes em PBS, centrifugadas a 5000 x g por 5 minutos e ressuspendidas em YNB
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suplementado com 100 mM de glicose. A suspensé@o de Candida foi entdo padronizada
espectrofotometricamente a uma concentragdo de 1 X10 cels/mL e a seguir, 3mL
desta suspensdo padronizada foi transferida para cada um dos pocos de placas de
cultura de 12 pocos, 0s gquais continha um corpo de prova em cada orificio. As placas
foram incubadas por 90 minutos a 37°C para a aderéncia dos micro-organismos.
Controles negativos foram formados por amostras incubadas com meio de cultura sem
celulas. Todos os experimentos foram realizados em triplicata em trés ocasifes
distintas. O numero de células aderentes de leveduras foi avaliado pelo método de
reducdo do XTT, seguindo o protocolo preconizado por da Silva et al. (2008). Para os
grupos experimentais, houve mudanca significativa no angulo de contato apos as 48 h
de imersdo em &gua. Os grupos ArO2/70W e ArSF6/70W tiveram significativamente
menores valores de absorbancia comparados com os demais grupos, independente da
presenca ou auséncia de saliva e rugosidade da superficie. Com base nestes aspectos
0s autores concluiram que os tratamentos a plasma ArO2/70W e ArSF6/70W podem
ser considerados promissores na reducdo da aderéncia de C. albicans em resinas para
base de proteses.

O papel da saliva sobre a adesdo de Candida a biomateriais ndo é claramente

definido. Dessa forma, Zamperini et al.*’

(2010) investigaram se os diferentes
periodos de pré-condicionamento com saliva influenciam na adesdo de Candida
albicans a uma resina para base de protese (Vipi Wave). Noventa amostras de resina
acrilica com superficies lisas foram fabricadas e tiveram sua rugosidade superficial
mensurada em rugosimetro e divididas em cinco grupos: um grupo controle sem
saliva, e quatro grupos experimentais condicionados em saliva, por periodos de 30
minutos, 1, 3 ou 12 h. A saliva ndo estimulada foi coletada de 15 individuos saudaveis.
A saliva foi dispensada em tubos Falcon estéreis de 50 mL, sobre gelo, misturadas e
centrifugadas a 10 000 X g durante 5 min a 4°C e entdo esterilizada por filtracdo. A
saliva resultante foi imediatamente armazenada -70°C até sua utilizacdo. Previamente
aos testes microbiologicos, os corpos-de-prova foram mantidos em agua destilada em
temperatura ambiente durante 48 h a fim de eliminar mondmeros residuais. A seguir as
amostras foram submetidas a banho de ultrassom por 20 minutos e seguidas de
exposicdo em luz UV na camara de fluxo laminar por 20 min para cada lado. Apos a
esterilizacdo dos corpos-de-prova, estes foram submetidos ao condicionamento em
saliva, de acordo com 0s grupos experimentais propostos. Apos a exposicao em saliva,
C. albicans ATCC 90028 foi semeada em meio YEPD e incubada a 37°C durante 48 h.
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Duas alcadas desta cultura jovem foram transferidas para 20 mL de meio de cultura
YNB suplementada com 50 mM de glicose e incubadas a 37°C durante 21 h. As
células resultantes foram centrifugadas, lavadas duas vezes com PBS a 5000 X ¢
durante 5 minutos, e ressuspensas em YNB suplementada com 100 mM de glicose. As
suspensdes de Candida suspensdes foram ajustadas a uma concentragdo de 1 X 10’
celulas/mL, por espectrofotometria. A seguir 3 mL da suspensdo celular padrdo foi
transferida para cada po¢o contendo um corpo de prova em cada orificio e entdo as
células foram incubadas por 90 minutos a 37°C. As células ndo aderidas foram
removidas da amostra pela lavagem suave (duas vezes) com 3 mL de PBS. Controles
negativos eram amostras de sem células e somente com o meio de cultura. Todos 0s
experimentos foram realizados em triplicata em trés ocasifes independentes. A adesao
de Candida foi avaliada por coloracdo com violeta de cristal e pelo ensaio de XTT. A
analise de variancia de um fator revelou que ndo houve diferencas significativas entre
0 numero células aderidas ou nos valores de absorbancia. Ndo foi encontrada
correlacdo significativa entre os dois métodos utilizados para avaliar a adesdo de
Candida albicans. Dessa forma, os autores concluiram que os diferentes periodos de
pré-condicionamento com saliva nao influenciaram significativamente na adesdo de
Candida albicans em resinas acrilicas.

O plasma sanguineo humano e soro representam desafios significativos para a
compatibilidade de cateteres devido a adsorcdo altamente desfavoravel e nao
especifica das proteinas sobre a superficie. Dessa forma, Zhao et al.*** (2010)
avaliaram a efetividade de um método de duas etapas para imobilizar iniciadores do
tipo tidis sobre um substrato de ouro para a polimerizacdo iniciada por transferéncia
dos radicais atdbmicos (SI-PRTA) de um hidroxipropil metacrilato (HPMA). A
adsorcdo de proteinas foi obtida a partir de uma Unica solucdo proteica, diluida (10%)
e ndo diluida (100%) do plasma de sanguineo humano, soro e o preenchimento da
superficie com diferentes espessuras de peliculas de HPMA usando sensores de
ressonancia de superficie plasmatica (SPR). Os resultados obtidos pelo SPR
mostraram uma correlagdo entre as propriedades anti-incrustantes com a espessura do
filme, isto &, filmes de HPMA exibem alta resisténcia a proteina em espessuras medias
de 25-40 nm. Os autores concluiram que o revestimento com HPMA constitui uma
importante ferramenta no controle da adsorcdo de proteinas sobre as superficies dos

biomateriais, especialmente aquelas em contato com o sangue humano.
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O objetivo do estudo de Chen et al.'® (2011) foi avaliar a eficécia
antimicrobiana do tradicional Fructus mume da Medicina Chinesa em um modelo de
biofilme monoespécies em braquetes ortodonticos in vitro. O efeito antimicrobiano do
extrato aquoso Fructus mume em células planctonicas de Streptococcus mutans (S.
mutans) foi avaliada pelo método da microdiluicdo (MIC). A viabilidade celular de S.
mutans no biofilme do braquete Damon3 MX, depois de expostos a ao extrato Fructus
mume foi quantificado por ensaio de redugdo de XTT. A visualizacdo das amostras foi
realizada por microscépio de fluorescéncia e microscopia confocal de varredura a laser
(MCVL). Ainda, foi realizada a cromatografia liquida de alta performance (HPLC) no
extrato Fructus mume. A analise de HPLC revelou que os principais compostos de
Fructus sp. sdo acidos organicos. O MIC do extrato Fructus mume nas células
planctonicas de S. mutans foi de 50 mg/mL. Os valores de densidade oOptica (DO),
medido pelo ensaio de reducdo de XTT, demonstraram que a viabilidade das células
do biofilme de S. mutans expostos a 250 mg/mL do extrato de Fructus sp. foi reduzida
(p <0,01). As imagens de microscopia mostraram que 0 extrato de Fructus mume
obviamente aumentou a quantidade de bactérias mortas na superficie do substrato.
Dessa forma, os autores concluiram que o extrato de Fructus mume apresentou efeito
antimicrobiano no biofilme de S. mutans em braguetes ortodénticos in vitro, o que
pode indicar a sua potencial utilizagdo como agente antimicrobiano oral para pacientes
ortodoénticos.

No mesmo ano, o estudo de Cruz et al.?*

avaliou a eficacia da remocéo
completa de biofilme em préteses através da utilizacdo de produtos quimicos
(comprimidos de peroxido alcalino efervescente- Corega Tabs®), de método mecanico
(ultrassom) e métodos combinados (associacdo de comprimidos efervescente e
ultrassom). Usuarios de proteses totais participaram do experimento cuja duracdo foi
de 21 dias. Estes foram distribuidos em quatro grupos (n = 20): G1- Escovagdo das
préteses com agua (controle); G2- comprimidos efervescentes (Corega Tabs®), G3-
uso do dispositivo ultrassénico e G4- associagdo de comprimidos efervescentes e do
dispositivo de ultrassom. Todos os individuos foram orientados a escovar as proteses
com escova e agua, trés vezes ao dia, antes de aplicarem os seus tratamentos. O
biofilme das proteses foi coletado inicialmente e ap6s 21 dias. Para quantificar o
biofilme, as superficies internas das proteses totais superiores foram coradas e
fotografadas a 45°. As fotos foram processadas e as areas (superficie interna total

corada com biofilme) quantificadas através de um software de processamento de
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imagens. A porcentagem do biofilme foi calculada pela relacdo entre a area de
biofilme multiplicada por 100 e a &rea total da superficie interna da protese total
superior. Os métodos experimentais foram igualmente eficazes em relacdo a
capacidade de remocdao do biofilme e foram superiores ao metodo controle (escovacao
com 4agua). Segundo os autores, a imersdo em perdxido alcalino e vibragdo
ultrassénica podem ser usadas como agentes auxiliares para a limpeza de préteses
totais.

O objetivo do estudo de Gobor et al.*

(2011) foi incrementar a robustez do
sinal colorimétrico em relacdo ao conteudo da célula aerdbica e anaerdbica de
biofilmes de Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus mutans e Candida albicans. Para isso, avaliou-se a
utilizacdo de D-glutamina, um substrato tricarboxilico anapleurético de ciclo acidos
(ATC), na resposta do metabolismo aerébio e anaerébio, comparando com um
protocolo classico de reducdo de XTT. Cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Staphylococcus epidermidis ATCC
12228, Streptococcus mutans ATCC 25175 e Candida albicans SC5314 foram
cultivadas aerobicamente em BHI, para as bactérias, e YPD para a levedura, em
agitador orbital (120 rpm) a 37°C. Aliquotas (100 ul) das suspensdes celulares padrao
(1X10° cels/mL para as bactérias e 1X10” cels/mL para a C. albicans) foram ento
incubadas em condi¢fes de anoxia (90% de N, 10% de CO,) em agitador orbital (120
rpm) a 37°C. A seguir, 100 pl de L-asparagina 0,1% estéril foram dispensadas em
pocos de placas de cultura de células de 96 orificios e incubadas aerobicamente e
estaticamente a 37°C durante 2 h. Os pocos foram lavados duas vezes com NaCl 145
mM esteril. Posteriormente, em cada poco, 100 ul das células de bactéria anoxia
(1X108 cels/mL) e da levedura (1X10’ cels/mL) foram dispensados em cada pogo. As
placas foram incubadas em anoxia (90% de N, mais de 10% de CO,), em agitador
orbital (100 rpm) durante 3 h a 37°C. Apo6s este periodo, os pogos foram lavados
sucessivamente com NaCl 145 mM para remover as células ndo aderidas. Novamente
foram colocados 100 pl do meio de cultura adequado (BHI para bactérias e Sabouraud
para levedura) em cada poco e as placas voltaram para as condi¢Ges de anoxia por
mais 48 h. No grupo controle, os pocos receberam a L-asparagina e BHI ou Sabouraud
sem as células microbianas. A quantificagcdo celular foi realizada por Coloragéo Cristal
Violeta; ensaio de reducdo do XTT (protocolo classico — solugdo XTT, menadiona e

PBS); XTT com glicose (segundo da Silva et al., 2008), no qual é adicionado a
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formulagdo classica do XTT 100mM de glicose; XTT com glutamina, onde é
adicionado a formulacéo cléssica do XTT 50 mM, 100 mM ou 200 mM de glutamina.
Ainda, foi realizado o ensaio de XTT para o biofilme suspenso apés a realizacdo dos
ensaios anteriores. Verificou-se que a avaliacdo da arquitetura do biofilme suspenso
n&o foi favorecida pelo ensaio de XTT para qualquer dos micro-organismos utilizados.
A utilizacdo da glutamina a 50 mM (para Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae e Staphylococcus epidermidis) e a 25 mM (para C. albicans e S. mutans)
podem aumentar a deteccdo do formaram soltuvel de forma significante, tornando
assim o ensaio de XTT mais robusto.

Izumida et al.>®

(2011) avaliaram o efeito de desinfecgdes sucessivas por
energia de micro-ondas sobre a rugosidade superficial de trés resinas acrilicas
termopolimerizaveis para base de protese ap6s ensaio de escovacao. A desinfec¢do por
energia de micro-ondas tem sido recomendada para reduzir a contaminagdo cruzada.
No entanto, este procedimento pode também influenciar as propriedades fisicas e
mecanicas de resinas acrilicas. Dessa forma, amostras (40 X 20 X 2 mm) das resinas
Lucitone 550 (L), QC 20 (QC) e Acron MC (A) foram preparadas e divididas em
quatro grupos (n = 10): Controles 1 (C1) e 2 (C2) - armazenados em agua durante 48
horas ou 7 dias, Grupos experimentais 1 (MW2) e 2 (MW7) - armazenados em agua
durante 48 h e desinfetados (650 W durante 6 min) por dia, durante 2 ou 7 dias,
respectivamente. Apds os tratamentos, as amostras foram colocadas numa maquina de
escovacdo, com velocidade de 60 ciclos por minuto, utilizando-se escovas de cerdas
duras (Tek dura) e dentifricio com alta quantidade de abrasivos (Colgate bicarbonato
de sodio). Os corpos-de-prova foram submetidos a 20.000 ciclos de escovacdo,
correspondentes a cerca de 2 anos de higienizacdo. A rugosidade superficial (Ra) foi
avaliada antes e depois do ensaio de escovacdo. Os resultados revelaram alteracdes
significativas entre os grupos teste para as resinas A e L. A comparagdo entre as
resinas revelaram que para MW7, a rugosidade de A foi significativamente menor do
que a de L. Apds sete ciclos de desinfecgdo por energia de micro-ondas, os valores de
rugosidade de QC foram significativamente inferiores do que os de L. Assim, a
rugosidade de QC apo6s a escovacdo ndo foi significativamente afetada pela
desinfeccdo por micro-ondas. Para A e L, sete ciclos de micro-ondas resultou em
aumento da rugosidade.

As alteracdes superficiais de resinas acrilicas também foi o objetivo do estudo

de Mainieri et al.””> (2011). Os autores avaliaram as alteracbes de superficie de
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reembasadores resilientes, com ou sem a protecao superficial com selantes, seguida de
abrasdo por escovacdo mecanica. Para isso, trinta amostras do reembasador resiliente
(Coe-Soft), a base de metacrilato e um material a base de siloxano (Ufi-Gel SC) foram
confeccionadas (2 X 20 mm) e metade delas recebeu duas camadas de selante
superficial. As amostras foram submetidas a um ensaio de escovagdo mecéanica com
solucdo de dentifricio (Kolynos), usando 200 g de forca e realizando 250 ciclos/min. A
escovacdo mecanica foi simulada por periodo de 1 més (1250 ciclos) e 6 meses (5000
ciclos). A rugosidade superficial (parametro Ra) foi mensurada em rugosimetro digital
(SJ-201 Mitutoyo) e imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram
obtidas. Os dados de rugosidade superficial foram analisados por ANOVA de medidas
repetidas, seguidos pelo teste de Bonferroni (alfa = 0,05). Os resultados demonstraram
que a rugosidade superficial aumentou apds 6 meses de escovacdo, independente do
revestimento com selante. Inicialmente, apenas o Coe-Soft sem selante apresentou
maior rugosidade do que os outros grupos. Apds 1 més, a rugosidade do Coe-Soft com
selante foi trés vezes maior do que no inicio do estudo, sendo que os demais grupos
ndo apresentaram aumento significativo de rugosidade. A microscopia eletrénica de
varredura mostrou degradacao dos selantes ao longo do tempo, exceto para Ufi-Gel SC
com selante, que exibiu minima alteracdo da superficie. Segundo os autores, o
revestimento dos reembasadores resilientes poderia favorecer sua resisténcia a
degradacdo devido ao contato com a saliva, alimentos, solucbes desinfetantes e
escovacdo mecanica, além de preencher porosidades e irregularidades da superficie,
tornando mais facil a remocgdo do biofilme aderido Os autores concluiram que o
revestimento com selante reduziu a degradacdo da superficie dos reembasadores
resilientes testados, mas o efeito protetor mais pronunciado ocorreu para o material a
base de siloxano.

1.8 também em

Um estudo clinico randomizado foi realizado por Moffa et a
2011, para avaliar o efeito da desinfeccdo quimica com perborato de sddio (Corega
Tabs) ou solucdo de digluconato de clorexidina 2% na estabilidade de cor de um
reembasador rigido (Tokuyama Rebase Fast Il) durante seis meses. Apds as medicdes
de cor iniciais, os pacientes foram aleatoriamente distribuidos em trés grupos: Grupo
controle - escovacdo com sabdo de coco e escova de dente macia; grupo perborato -
escovacao de acordo com os métodos anteriores e desinfeccdo com solugdo aquecida
de perborato de sddio (Corega Tabs) por 5 min uma vez por dia, e grupo clorexidina -

escovacdo de acordo com o grupo controle e desinfeccdo com digluconato de
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clorexidina a 2% durante 5 minutos, uma vez por dia. Observaram-se alteracfes em
alguns parédmetros de cor da resina Tokuyama Rebase quando as préteses foram
desinfetadas por perborato de sddio e solucdo de digluconato de clorexidina 2%. A
estabilidade de cor também foi influenciada pelo tempo, independente se houve ou ndo
desinfec¢do. Segundo os autores, a estabilidade de cor dos materiais dentarios é uma
variavel a ser considerada na escolha dos métodos de desinfeccao.

Ainda sobre a estomatite protética, Silva et al.''’

(2011) relataram que a
maioria dos casos de candidose tem sido atribuida a Candida albicans, mas,
recentemente, as espécies ndo-C. albicans Candida (NCAC) foram identificadas como
patégenos humanos frequentes. A patogenicidade da Candida tem sido atribuida a
varios fatores, incluindo a adesdo em dispositivos medicos e/ou células hospedeiras, a
formacdo de biofilme e secrecdo de enzimas hidroliticas (proteases, fosfolipases e
hemolise). Apesar das novas espécies Candida estarem emergindo, ainda ha falta de
informacdo sobre a sua patogenicidade. Esta revisdo discutiu 0s recentes avangos no
conhecimento de Candida glabrata, Candida parapsilosis e Candida tropicalis, bem
como seus fatores de viruléncia, especialmente aqueles relacionados a adesdo e
formacdo de biofilme, principais componentes da patogenicidade de Candida. Por
muitos anos a C. glabrata foi considerada uma saprofita ndo—patogénica da flora
normal de individuos saudaveis e ndo era associada a qualquer infeccdo séria.
Entretanto, ela pode se disseminar rapidamente ao longo do corpo e sua infec¢édo pode
apresentar uma elevada taxa de mortalidade. Além disso, a C. glabrata apresenta
resisténcia a certos agentes antifungicos. A Candida parapsilosis é considerada uma
das espécies menos virulentas, embora seja atualmente frequente causa de candidemia,
comumente associada a pobre higienizacdo bucal. J& a Candida tropicalis vem sendo
considerada o segundo ou terceiro agente da candidemia, especialmente em pacientes
oncoldgicos e ¢é frequentemente associada com infecgdes do trato urinario. O aumento
na determinacdo das espécies NCAC na candidose humana pode ser devido em parte
pelo avango nos métodos diagnosticos, como a utilizagdo de meios de cultura capazes
de diferenciar as diferentes espécies e a introducdo das técnicas de diagnostico
moleculares. Ainda, devem ser considerados outros fatores no aumento da prevaléncia
de espécies de Candida, tais como 0 uso de certas praticas médicas como a terapia
imunossupressora, 0 uso indiscriminado de antibidticos de largo espectro, o aumento
de procedimentos cirdrgicos invasivos, como transplantes de 6rgdos. Além disso, a

selecdo das espécies na presenca de certos antifungicos, tornando-as resistentes,
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também € reflexo deste aumento das especies NCAC. A patogénese da candidose
invasiva pode ser facilitada por varios fatores, incluindo a capacidade de aderir a
dispositivos médicos e/ou células hospedeiras e formar biofilmes. Também é
importante ressaltar a capacidade de algumas espécies de Candida em alterar suas
formas de crescimento de leveduras para formas filamentosas, aumentando sua
capacidade de invadir tecidos do hospedeiro. C. albicans € um verdadeiro organismo
polimorfico, capaz de crescer como hifas e/ou pseudo-hifas e como blastosporos
(levedura); a C. tropicalis produz blastésporos ovais, pseudo-hifas, e, de acordo com
alguns relatos, hifas verdadeiras; a C. parapsilosis, produz predominantemente
blastosporos, embora esta espécie possa produzir pseudo-hifas, mas ndo produza hifas
verdadeiras; a C. glabrata ndo é polimdrfica, crescendo apenas como blastésporos. A
primeira fase da infeccdo por Candida é a sua aderéncia ao substrato, muitas vezes
levando a formacdo de biofilmes. Assim, a aderéncia € um passo muito importante no
processo de infeccdo, e o grau de adesdo é dependente do micro-organismo, do
hospedeiro e das propriedades superficiais da célula, tais como a hidrofobicidade
superficial e a composicdo da parede celular. A parede celular da levedura é o local
das interages fisico-quimicas entre as superficies do micro-organismo e do substrato,
levando a sua adesdo. A superficie celular da C. glabrata exibe um grau de
hidrofobicidade comparavel com a da C. albicans, no entanto, estes resultados foram
obtidos a partir do estudo de um numero limitado de cepas de C. glabrata.
Curiosamente, enquanto a hidrofobicidade da C. albicans parece ser extremamente
sensivel a condicbes de crescimento especificas, a hidrofobicidade superficial de
numerosos isolados de C. glabrata, foram estaveis sob as mesmas condi¢des de
crescimento. Além disso a C. glabrata, também pode apresentar tendéncia duas vezes
maior para se aderir a superficies acrilicas de proteses dentarias em comparacao com a
C. albicans. Um fator importante que tem correlacdo com a capacidade de adesdo das
espécies de Candida é a presenca de proteinas especificas da parede celular, como as
adesinas, sendo que as adesinas da C. glabrata foram consideradas importantes na
adesdo ao epitélio humano e na formacéo de biofilme. A patogénese da candidose da
mucosa tem sido investigada, principalmente, usando modelos animais, e mais
recentemente, epitélio humano reconstituido (EHR) , o qual foi utilizado com sucesso
no estudo da invasao in vitro por espécies de Candida. Neste modelo, a C. parapsilosis
apresentou uma alta capacidade de colonizar o EHR, apesar de uma menor capacidade

de invadir este tecido. Ainda a C. tropicalis apresentou capacidade para colonizar e
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invadir EHR de forma semelhante a C. albicans, enquanto que a C. glabrata ndo foi
invasiva neste modelo. Portanto, dada a impossibilidade da C. glabrata em gerar
formas filamentosas, pode-se concluir que a forma filamentosa é importante para a
invasdo do tecido hospedeiro. No que diz respeito a formacdo de biofilme, apds a
fixagdo inicial de Candida ao substrato ocorre a divisdo celular, e subsequente
proliferacdo e desenvolvimento do biofilme. Biofilmes séo associados a comunidades
de micro-organismos envolvidos a uma matriz extracelular (MEC), e sdo considerados
a forma mais prevalente de seu crescimento. A formacéo de biofilme é um fator de
viruléncia potente para um ndmero de espécies de Candida, conferindo tolerancia
significativa a terapia antifungica, principalmente pela limitagdo da penetracdo de
substancias através da matriz do biofilme. O crescimento como biofilme também serve
para proteger as células as respostas imunitarias do hospedeiro. Além disso, 0s
isolados de C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata sdo héabeis em
formar biofilmes, e sua presenca durante a infeccdo tem sido associada a maiores taxas
de mortalidade em comparacdo com os isolados incapazes de formar biofilmes.
Acredita-se que a formacédo de biofilmes maduros e subsequente producdo da MEC é
fortemente dependente da espécie, cepa, e das condi¢bes ambientais, tais como o pH,
composicdo do meio e taxa de oxigénio. Em geral, a formagdo do biofilme de C.
albicans estd relacionada com o dimorfismo alternado entre levedura e hifas, e
biofilmes de desta espécie tem geralmente duas camadas distintas: uma fina basal
camada de levedura e uma camada de hifas mais espessas, menos compacta. A
genética do biofilme de C. glabrata mutantes identificou quatro genes envolvidos na
formacéo e condigdes de crescimento de biofilme. Ainda, os biofilmes de C. glabrata
apresentam uma estrutura mais compacta do que os de C. tropicalis e C. parapsilosis.
Deve ser ressaltado que as comparacdes entre estes biofilmes deve sempre considerar
as diferencas fisioldgicas inerentes entre estas espécies, tais como o tamanho relativo
da célula, morfologia e bioquimica. A formacdo do biofilme e composic¢do da matriz
séo fortemente dependes das cepas e das condi¢cGes ambientais (composi¢cdo do meio,
pH e oxigénio). A matriz do biofilme de C. albicans é composta principalmente de
hidratos de carbono, proteinas, fosforo e hexosaminas, enquanto que a matriz de C.
glabrata contém elevados niveis de proteinas e hidratos de carbono.

Dada a propensdo da aderéncia fungica ao polimetilmetacrilato (PMMA)

I 138

Zamperini et a (2011) investigaram a reducdo de C. albicans em superficies

modificadas por tratamentos com plasma. Para isso, amostras (n = 180) de uma resina
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acrilica polimerizada por energia de micro-ondas foram confeccionadas, com
superficies lisas e rugosas e entdo divididas em cinco grupos: controle - ndo tratados;
grupos experimentais - submetidos a tratamentos com plasma visando obter
superficies com diferentes hidrofobicidades (Ar/50 W; ArO2/70 W; AAt/130 W), ou
com fldor incorporado (AR/SF670 W). O éangulo de contato foi mensurado
imediatamente apds os tratamentos. A seguir, as amostras foram imersas em agua por
48 h. Para cada grupo experimental, metade das amostras foi incubada com saliva
antes do teste de aderéncia. O nimero de células de C. albicans aderida foi avaliado
pela coloracdo cristal violeta. Os tratamentos a plasma foram eficazes em alterar a
superficie de PMMA. No entanto, houve uma alteracdo significativa no angulo de
contato apos a imersdo em agua. Nao houve diferenca estatisticamente significativa na
adesdo de C. albicans entre os grupos controle e experimentais, independente da
presenca ou auséncia de saliva ou da rugosidade da superficie.

Brusca et al.? (2012) avaliaram os mecanismos de interacéo entre 0s patégenos
orais Candida albicans e Streptococcus mutans, através da cinética de crescimento
para 0s dois micro-organismos, cultivados individualmente ou em conjunto, durante
36 h. Culturas individuais de C. albicans (ATCC 10231) e S. mutans (ATCC 35668)
ou de ambos 0s micro-organismos foram estudadas. Para as colonias individuais de C.
albicans, estas foram semeadas em Agar Sabouraud Dextrose e incubadas, em
condicdes aerdbicas a 37°C por 18 h. Do mesmo modo, o S. mutans foi semeado em
agar Todd-Hewitt em condi¢bes micro-anaerdbias a 37°C por 24 h. Em seguida, as
coldnias individuais de cada micro-organismo foram ressuspensas em meios liquidos,
compostos de Sabouraud caldo, Todd Hewitt caldo e meio basal (tripticase, NaCl,
MnSQ,, MgSO,, K,POH, KPOH,, K,COg3, H,, pH = 7) por 5 horas. Para as curvas de
crescimento experimentais, amostras de cada micro-organismo na fase de crescimento
exponencial foram obtidas, quantificados e ajustados espectrofotometricamente. As
curvas de crescimento foram realizadas a 37°C, sem agitacdo. N&o foram observadas
mudancas no pH (pH = 7) durante o periodo. Colbnias de C. albicans e de S. mutans
apresentam diferentes fendtipos e foram quantificadas por microscopia, pela
observacao de colonias aderidas ao fundo dos frascos e por coloracdo de Gram e Rapid
ID 32 Strep e APl 20 AUX C para confirmar a identidade das unidades formadoras de
colénia (UFC), durante as curvas de crescimento. O crescimento foi monitorado em
intervalos regulares durante 24 horas e a mensuracao final foi realizada ap6s 36 h para

confirmar se o estado estacionario foi atingido. Todas as curvas de crescimento foram
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realizadas em triplicata. As curvas de crescimento foram analisadas por meio de
modelo matemaético. Sob as condigdes experimentais deste estudo, a concentragcdo
final de S. mutans, quando cultivados individualmente, foi 5 vezes maior do que a
concentracdo final de C. albicans. Contrariamente, quando ambos 0s micro-
organismos cresceram juntos, esta razdo foi invertida e a concentragdo final da C.
albicans foi ainda mais elevada do que a de S. mutans. Quando ambos 0s micro-
organismos sdo partes do nicho, um modelo incluindo a concorréncia linear entre um e
outro € mais adequado para reproduzir as observacdes experimentais. Os resultados
deste modelo mostraram que as taxas de crescimento iniciais de ambas as espécies sdo
positivamente influenciadas pela sua interacdo mutua. No entanto, em tempos de
incubacdo mais longos, a C. albicans impede o crescimento bacteriano e atinge
concentracdes 4 vezes mais elevadas do que quando sao cultivados individualmente.
Os resultados deste estudo sugerem que a formacéo de biofilme de C. albicans pode
ser potencializada pela presenca de S. mutans por dois mecanismos: sinergicamente
por curtos periodos e pela concorréncia em periodos mais longos.

Biofilmes de C. albicans também foram o alvo do estudo de Cochis et al.?
(2012). Os autores avaliaram in vitro a atividade antiaderente de biosurfactantes contra
biofilmes de Candida albicans. Discos de material resiliente a base de silicone e resina
acrilica para base de préteses foram pré-revestidos com concentracdes crescentes de
biosurfactantes obtidos a partir de biofilmes endofitos selecionados de Robinia
pseudoacacia e de Nerium oleander, e depois contaminados com células de C.
albicans. O numero de células do biofilme foi determinado pela contagem das
unidades formadoras de colonia (UFC), a viabilidade celular foi determinada pelo
ensaio de XTT, e a citotoxicidade foi avaliada pelo teste de MTT. Solucdo de
clorexidina foi utilizada como controle. O revestimento com biosurfactantes promoveu
uma maior reducdo (P <0,01) no nimero de células do biofilme e na viabilidade
comparada com a clorexidina. A atividade dos biosurfactantes em baixas
concentragdes (78,12 ng / mL e 156,12 mg / mL) ndo foi citotoxica. Dessa forma, a
conclusdo do estudo foi que os biosurfactantes foram efetivos na adeséo preventiva de
biofilme de C. albicans. Os agentes foram considerados anfifilicos, interferindo na
aderéncia microbiana, e demonstraram compatibilidade em células epiteliais e de
fibroblastos.

Com o objetivo de avaliar a eficacia da remogéo completa do biofilme formado

sobre proteses usando solucéo de clorexidina em duas concentragdes: 0,12% e 2%, de
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Andrade et al.*® (2012), selecionaram sessenta usuérios de préteses totais que foram
distribuidos em trés grupos: G1- Controle (imersdo em &gua diariamente durante a
noite), G2- imersdo uma vez por dia em clorexidina 0,12% por 20 minutos apds o
jantar e G3- imersdo uma unica vez em solucdo de clorexidina 2%, durante 5 minutos.
A porcentagem de biofilme foi quantificada na superficie interna de préteses totais
superiores no inicio do estudo e ap6s 21 dias. As superficies internas das proteses
totais superiores foram reveladas com 1% de solucdo de vermelho neutro. As
superficies foram fotografadas com uma camera digital e flash. A éarea total e areas
correspondentes as regides manchadas foram medidas usando um software de
processamento de imagem. A porcentagem de biofilme foi calculada usando a razéo
entre a area do biofilme multiplicada por 100 e area de superficie total da parte interna
da base da protese. Apo6s o uso de cada método e apos sua quantificacdo, o biofilme foi
eliminado pela escovacdo com uma escova especifica para proteses totais e sabonete
liquido. Ambos os tratamentos a base de clorexidina tinham uma capacidade similar
para remover o biofilme das proteses. Os autores concluiram que a imersdao em
solucgdes de clorexidina de 0,12% ou 2% pode ser utilizada como um método auxiliar
para a limpeza de proteses totais, pois nenhum efeito adverso ou manchas foram
observados apos a utilizacdo de qualquer dos tratamentos, tal como observado através
de exames clinicos.

Ibarra-Trujillo et al.*?

(2012) quantificaram a producdo de biofilmes simples e
mistos de Candida albicans e Staphylococcus aureus para determinar se esses
biofilmes mistos tem efeitos sinérgicos. Dois isolados clinicos de C. albicans e um de
S. aureus, obtidos a partir de um paciente com mucosite recorrente dificil de tratar
foram usados neste estudo. Adicionalmente, cepas de C. albicans ATCC 90028 e S.
aureus ATCC 25923 foram englobadas no desenho experimental. Os isolados de C.
albicans, foram incubados em Sabouraud dextrose agar por 24 horas a 36°C + 1°C,
enquanto os isolados de S. aureus foram cultivados em meio Manitol sob as mesmas
condicdes de crescimento. A seguir uma porc¢do destas culturas foi transferida para
tubos Falcon contendo 10 mL de caldo YDP para C. albicans e com 10 mL de TSB
para S. aureus, e incubou-se durante a noite a 36°C + 1 °C com agitacdo orbital (100
rpm). Subsequentemente, cada inoculo foi centrifugado, lavado trés vezes com PBS e
novamente suspensos em meio RPMI. Os inéculos foram ajustados para uma
densidade de 1 a 5 X 10° células de levedura/mL e de 1 a 5 X 10° bactérias/mL

utilizando uma cadmara de Neubauer. Os biofilmes de cada espécie individualmente e
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com um in6culo misto foram formados e avaliados aos 30 min, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 24 e
48 h de incubagdo. Apo6s o periodo de incubacéo, o meio foi removido e as células ndo
aderidas foram removidas por uma série de 3 lavagens com PBS para posterior
quantificacdo dos micro-organismos através da reducdo enzimatica de um sal de
tetrazélio (XTT) e as alteragdes colorimétricas foram medidas a 490 nm. A
microscopia confocal de varredura a laser foi usada para visualizar os biofilmes de
cada micro-organismo e a sua cinética de crescimento. Os maiores niveis de formacao
de biofilme foram observados em biofilmes mistos, seguido pelos biofilmes de
Candida albicans, e os menores niveis de formacao do biofilme foram detectados para
0 Staphylococcus aureus. Estes resultados sugerem uma relagdo sinérgica entre os
microrganismos testados.

Muitas moléstias dentais sdo atribuidas a biofilmes. A avaliacdo de substancias
antimicrobianas, particularmente, necessita de um nimero elevado de amostras e, para
se obter um modelo realista, a avaliagdo deve ser o mais rapido e simples possivel.

Dessa forma, o objetivo do estudo de Koban et al.*®

(2012) foi avaliar a influéncia do
ensaio colorimétrico de XTT em biofilmes ex vivo com saliva e a eficacia da
clorexidina nestes biofilmes. Para isso, sobre a superficie de discos de titanio estéreis
foram formados biofilmes obtidos a partir da saliva coletada de individuos saudaveis.
A seguir os discos foram expostos a solucdes de clorexidina 0,1% e 0,5% por 1
minuto. Tratamento por ozénio também foi realizado para avaliar a remocdo do
biofilme. A quantidade de células aderidas foi mensurada pelo teste de XTT, unidades
formadoras de colonias, microscopia confocal a laser e microscopia eletronica de
varredura. Os resultados demonstraram que o método de XTT pode ser utilizado para
mensurar a viabilidade dos micro-organismos em biofilmes obtidos a partir da saliva.
O efeito antibacteriano, apds o tratamento com a clorexidina ou 0zénio, mensurada
pelo ensaio de XTT demonstrou que o biofilme foi significativamente reduzido. A
eficacia antimicrobiana da clorexidina 0,5% e 0,1% foi semelhante com o tratamento
com ozonio. Os autores concluiram que o ensaio XTT é um método adequado para
determinar a viabilidade em biofilmes saliva, permitindo a avaliagdo da eficécia
antimicrobiana de substancias.

O objetivo do estudo de Lazarin et al.*® (2012) foi avaliar se vernizes
fotopolimerizaveis experimentais contendo monémeros zwiteridnicos ou hidrofilicos
sdo capazes de reduzir a adesdo de C. albicans em uma resina acrilica. Para isso,

amostras cilindricas de 13mm de didmetro e 2 mm de espessura (n=468), de uma
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resina acrilica polimerizada em micro-ondas (Vipi Wave) foram fabricadas com
superficies rugosas ou lisas, a fim de simular tanto a parte interna como externa de
proteses removiveis. Apos a confeccdo das amostras, a rugosidade superficial das
mesmas foi aferida por rugosimetro digital (SJ-400 Mitutoyo). Foram realizadas
quatro mensuragdes em cada espécime e o valor de Ra obtido foi a média destas
mensuracOes. Em seguida, os corpos-de-prova foram divididos em 13 grupos com 36
amostras em cada grupo, sendo 18 lisos e 18 rugosos. Para o grupo controle, as
amostras ndo receberam qualquer tratamento. Para 0s grupos experimentais, um dos
quatro tipos de vernizes experimentais (2- hidroxietil metacrilato - HE; 3-hidroxipropil
metacrilato - HP; 2- trimetilam6nio metacrilato cloridrico - T; metacrilato de
sulfobetaina - S) foram utilizados. As concentracbes dos mondmeros constituintes
foram 25, 30 ou 35%, culminando em 12 vernizes experimentais (HE25; HE30; HE35,
HP25, HP30, HP35, T25, T30, T35, T25; S30, S35). Além dos monémeros citados,
todos os vernizes ainda eram constituidos de monémero metacrilato de metila, dois
agentes de ligacdo (trietileno dimetacrilato - TEGDMA e bisfenol-A-glicidil
metacrilato - Bis-GMA) e um agente iniciador (4-metil benzofenona). No verniz S,
aminopropil metacrilato foi também adicionado. A aplicacdo dos 12 vernizes nas
superficies das amostras foi realizada em uma cadmara de fluxo laminar estéril, seguida
de polimerizacdo por 4 minutos em cada superficie de um forno EDG Strobolux. Para
0 verniz S, propano sultone foi aplicado na superficie das amostras, e entdo estas
foram mantidas numa estufa a 80°C durante 2 h. Posteriormente, todas as amostras
foram armazenadas individualmente em sacos plasticos devidamente rotulados
contendo &gua destilada estéril durante 48 horas em temperatura ambiente para
liberacdo de mondmeros residuais. Os angulos de contato das amostras foram
mensurados com agua. Metade das amostras de cada grupo experimental foi exposta
em saliva, a qual foi coletada a partir de 50 adultos saudaveis. Dez mililitros de saliva
de cada doador foram misturados, homogeneizados e centrifugados por 5000 X g
durante 10 min a 4°C. O sobrenadante de saliva foi diluido em PBS estéril na
proporcdo de 50% (vol/vol) e entdo imediatamente armazenado a -70°C até sua
utilizacdo. As amostras foram incubadas na solucdo de saliva em temperatura
ambiente durante 30 min. C. albicans ATCC 90028 foi cultivada em meio YEPD
37°C durante 48 h. Uma alca desta cultura jovem foi transferida para tubos Falcon
contendo 20 ml de YNB suplementado com 50 mM de glicose e incubados a 37°C

durante 21 h. Células da cultura resultante foram centrifugadas a 5000 g durante 5 min
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e lavadas duas vezes com PBS. A seguir, as celulas foram ressuspensas em YNB
suplementado com 100 mM de glicose. As suspensdes de Candida foram padronizadas
espectrofotometricamente a uma concentracdo de 1X 10’ células/mL. Trés mililitros
da suspensdo padronizada foram adicionados a cada poco de placas de cultura de 12
orificios contendo uma amostra em cada orificio. A suspenséo foi mantida por 90 min
a 37°C para permitir a adesdo. A seguir, as células ndo aderidas foram removidas da
amostra através da lavagem cuidadosa por duas vezes com 3mL de PBS. Os controles
negativos foram amostras estéreis imersas em caldo YNB suplementado com glicose a
100 mM, sem células. Todas as condi¢des experimentais foram realizadas em triplicata
em trés ocasides distintas. As células da levedura aderidas foram quantificadas pela
coloracdo cristal violeta. Ainda, a caracterizacdo das superficies recobertas pelos
vernizes experimentais foi confirmada pela espectroscopia de fotoelétrons excitados
por raios X (XPS). Para as amostras lisas, 0os grupos S35, HP35 e HE35 apresentaram,
significativamente, menor numero de Candida aderida comparadas com o controle, na
auséncia de saliva. Ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos experimentais e
0 controle para as amostras rugosas, mas a saliva diminuiu o nimero de células para
grupos S25, S30 e HP30. A analise por espectroscopia de fotoelétrons (XPS)
confirmou as alteragdes na composicdo quimicas das amostras experimentais. Os
autores concluiram que os vernizes fotopolimerizaveis experimentais alteraram a
composicdo quimica e promoveram diminuicdo da aderéncia de C. albicans nos
grupos S35, HP35 e HE35, sugerindo que eles devem ser ainda investigados.

A adesdo de Candida albicans as superficies € o primeiro passo para o
desenvolvimento da estomatite protética. Uma adequada higienizacdo é essencial para
prevenir a formacdo de biofilme microbiano e o inicio desta infec¢do. Desta forma, o

objetivo do estudo de Pellizzaro et al.*

(2012) foi avaliar a efetividade da escovacéo
com diferentes solugdes na eliminagdo de biofilme de C. albicans. Para isso, discos de
resina acrilica foram confeccionados, esterilizados e inoculados com uma suspensao
de 107 células/mL de C. albicans. Ap6s incubacéo (37°C/48 h), os espécimes foram
aleatoriamente divididos em 10 grupos experimentais (n=9): 5 submetidos a escovagéo
com agua ou agentes de limpeza (dentifricio, digluconato de clorexidina (CHX) a 2%,
hipoclorito de sodio (NaOCI) a 1% e Polident fresh cleanse®) e 4 apenas imersos nos
agentes de limpeza. Espécimes ndo submetidos a higienizacdo foram utilizados como
controle positivo. A viabilidade celular foi verificada pelo teste de redugdo do XTT.

Os resultados obtidos foram analisados pelos testes de Mann-Whitney e Kruskal-
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Wallis (0=0,05). A escovagdo com todos os agentes de limpeza apresentou reducdo
significativamente superior (p<0,0001) na viabilidade do biofilme quando comparada
a exposicdo dos espécimes as solucbes. Escovacdo com CHX a 2% e NaOCl a 1%
resultaram em 100% de inativacdo do biofilme. A exposi¢cdo aos agentes de limpeza
resultou em reducdo significativa (p<0,0001) na viabilidade celular, com CHX a 2%
sendo o mais efetivo (p<0,0001). A utilizagdo de agentes de limpeza em associa¢do ao
método de escovacgdo provou ser efetivo para reduzir biofilme C. albicans, sendo as
solugdes de CHX e NaOCI as mais efetivas.

Nos estudos sobre a aderéncia de Candida albicans as superficies, s&o
propostos diversos protocolos para a coleta, preparacdo e consequente exposi¢do das

amostras de saliva. Dessa forma, Zamperini et al.**

(2012) investigaram se as
variacdes dos parametros de centrifugacdo e nimero de doadores de saliva influencia
na adesao de C. albicans em uma resina para base de protese. As amostras (n = 72) da
resina acrilica polimerizada por energia de micro-ondas (Vipi Wave) foram fabricadas
e divididas em quatro grupos: (a) controle - sem pré-condicionamento em saliva, (b)
trés grupos experimentais, nos quais 0s corpos-de-prova foram pré-condicionados com
saliva obtida a partir de 15 voluntarios e centrifugada a 12 000 g durante 5 min (G1); a
partir de 15 voluntérios e centrifugada a 18 000 g durante 30 min (G2), e a partir de
um voluntario e centrifugada a 12 000 g durante 5 min (G3). A adesdo de Candida foi
avaliada pelo ensaio de reducdo do 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -5 -
[(fenilamino) carbonil]-2H-tetraz6lio (XTT) e pela coloracdo de violeta cristal. Os
dados foram analisados por meio de andlises de variancia de um fator (P = 0,05). Os
resultados demonstraram que, para o ensaio de reducédo de XTT, os grupos G2, G3 ndo
foram significativamente diferentes do controle, enquanto que o grupo G1 apresentou
maior valor de absorbancia comparado com o controle. Para a coloracdo com violeta
de cristal ndo houve diferengas significativas entre todos os grupos. Os autores
concluiram que as variacdes dos parametros de centrifugacéo e o nimero de doadores
de saliva podem influenciar a aderéncia C. albicans sobre a superficie de resinas base
de proteses.

Lazarin et al.®

(2013) verificaram o efeito de vernizes fotopolimerizaveis
experimentais contendo mondmeros zwiteridnicos ou hidrofilicos na hidrofobicidade e
na adesdo de C. albicans em uma resina acrilica. Para isso, discos (13 X 2 mm) de
uma resina acrilica polimerizada em micro-ondas (Vipi Wave) foram fabricados com

superficies lisas ou rugosas. Apos a confec¢do das amostras, a rugosidade superficial
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foi mensurada. Em seguida, os corpos-de-prova foram divididos em 13 grupos
experimentais, sendo um grupo controle, no qual as amostras ndo receberam qualquer
tratamento ou foram tratadas com um dos quatro tipos de vernizes experimentais (2-
hidroxietil metacrilato - HE; 3-hidroxipropil metacrilato - HP; 2- trimetilaménio
metacrilato cloridrico - T; metacrilato de sulfobetaina - S), em trés concentra¢des
diferentes 25, 30 ou 35% (HE25; HE30; HE35, HP25, HP30, HP35, T25, T30, T35,
T25; S30, S35). A composicdo dos vernizes ainda continha mondmero metacrilato de
metila, dois agentes de ligacdo (trietileno dimetacrilato - TEGDMA e bisfenol-A-
glicidil metacrilato - Bis-GMA) e um agente iniciador (4-metil benzofenona). Para o
verniz S, aminopropil metacrilato foi também adicionado. A aplicacéo dos 12 vernizes
nas superficies das amostras foi realizada em uma camara de fluxo laminar estéril,
seguida de polimerizacdo por 4 minutos em cada superficie de um forno EDG
Strobolux. Para o verniz S, propano sultone foi aplicado na superficie das amostras, e
entdo estas foram mantidas numa estufa a 80°C durante 2 h. Posteriormente, todas as
amostras foram armazenadas individualmente nos sacos plasticos devidamente
rotulados contendo agua destilada estéril durante 48 horas a temperatura ambiente para
liberacdo de monémeros residuais. A hidrofobicidade da superficie foi mensurada pela
avaliacdo do angulo de contato. Previamente ao teste de adesdo, metade das amostras
de cada grupo experimental foi exposta em saliva, por 30 min. C. albicans ATCC
90028 foi cultivada em meio YEPD 37°C durante 48 h e entdo uma al¢a desta cultura
jovem foi transferida para tubos Falcon contendo 20 ml de YNB suplementado com 50
mM de glicose e incubados a 37°C durante 21 h. A seguir, as células foram
centrifugadas a 5000 g por 5 min, lavadas duas vezes com PBS e entdo ressuspensas
em YNB suplementado com 100 mM de glicose. As suspensdes de Candida foram
padronizadas espectrofotometricamente a uma concentracdo de 1X 10’ células/mL. Os
corpos-de-prova foram colocados individualmente em cada poco de placas de cultura e
juntamente com as amostras e 3 mL da suspensdo padrdo foi adicionada em cada
orificio. As placas foram incubadas por 90 min a 37°C para permitir a adesdo e,
posteriormente, as células ndo aderidas foram removidas através da lavagem cuidadosa
duas vezes com PBS. Os controles negativos foram amostras estéreis imersas em caldo
YNB suplementado com glicose a 100 mM, sem células. Todas as condigcdes
experimentais foram realizadas em triplicata em trés ocasides distintas. As células da
levedura aderidas foram quantificadas pelo ensaio de XTT. Ainda, a caracterizagdo das

superficies recobertas pelos vernizes experimentais foi confirmada pela espectroscopia
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de fotoelétrons excitados por raios X (XPS). Para superficies rugosas, o verniz S (30
ou 35%) e HP (30%) resultaram em menores valores de absorbancia comparados com
o controle. Estes vernizes apresentaram superficies mais hidrofilicas que o grupo
controle. A rugosidade promoveu aumento da adesdo apenas no grupo controle, e a
saliva ndo influenciou na adesdo. A analise de espectroscopia de fotoelétrons (XPS)
confirmou a modificacdo quimica das amostras experimentais, em particular para 0s
vernizes HP e S. Os vernizes S e HP reduziram significativamente a adesdo de C.
albicans da resina acrilica e podem ser considerados como um tratamento preventivo
potencial para estomatite protética.

A interagdo do género Candida com outros micro-organismos pode determinar
sua viruléncia. Foi demonstrado que biofilmes mistos de Candida albicans e Candida
glabrata estdo relacionados com a ocorréncia de estomatite protética. Além destes,
Streptococcus mutans também s&o encontrados nos biofilmes de préteses. Assim, a
limpeza adequada das préteses é essencial para prevenir doencas bucais e sistémicas.
Com base nestas consideracdes, Panariello® (2013) investigaram a eficacia da
escovacdo com diferentes agentes de limpeza para reduzir a viabilidade de um
biofilme multiespécies em resinas acrilicas. Amostras de Lucitone 550 (L) e
Tokuyama Rebase Fast Il (T) (10 mm x 2 mm) foram preparadas, esterilizadas e
inoculadas com uma suspensdo de 107 células/mL de Candida albicans e Candida
glabrata e de 10° células/mL de Streptococcus mutans. As amostras foram incubadas
por 48 h a 37 °C para a formacao do biofilme. Em seguida, foram divididas (n = 12) e
submetidas a escovacdo ou imersdo durante 10 s nas solucles: agua destilada (A);
acido peracético 0,2% (Ac), digluconato de clorexidina 1% (Chx), solugdo
agua/dentifricio 1:1 (D), hipoclorito de sddio a 1% (NaOCI) e perborato de sodio (Pb).
Os micro-organismos viaveis foram avaliados por ensaio de XTT e contagem de
colonias (ufc/mL). Os dados foram verificados por ANOVA e teste de Tukey com
nivel de significdncia de 5%. A escovacdo com todos os agentes de limpeza
apresentou maior reducdo da viabilidade do biofilme quando comparada com a
imersdo nas solucGes para ambas as resinas. No entanto, a imersdo em Ac e NaOCI
foram tdo eficientes quanto a escovacdo. O biofilme multiespécies em L e T foi
totalmente removido por imersdo em Ac e NaOCI por apenas 10 segundos.
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3 Proposicao

O objetivo foi verificar (i) a efetividade dos vernizes na prevencdo da aderéncia
dos micro-organismos Candida albicans, Candida glabrata e Streptococcus mutans,
(i) a capacidade dos vernizes na prevencao da formacdo do biofilme multiespécies
(Candida albicans, Candida glabrata e Streptococcus mutans), (iii) a eficacia da
escovacdo mecanica na remocdo do biofilme formado na superficie modificada e (iiii)

a eficacia da escovacao na recolonizacao do biofilme multiespécies.
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4 Material e Método

Para a realizacédo do presente estudo, foram utilizados os seguintes materiais,

instrumentos e equipamentos:

4.1 Materiais

1. Acetona a 0,4 mM Qhemis, fabricada por Vetec Quimica, Duque de
Caxias, RJ,Brasil. Lote n° 100325;

2. Adesivo Super Bonder, fabricado por Loctite, Henkel Ltda., Itapevi,
Sédo Paulo, Brasil,

3. Agua destilada;

4. Agua Milli-Q;

5. Avental cirtrgico descartavel estéril, fabricado por Odontoprev

Descartaveis, Araraquara, SP, Brasil;

6. Bacitracina, fabricado por Sigma Aldrich, Co., St. Louis, MO, EUA,;
Lote n° BCBC1908;
7. Catalisador para silicone de condensagdo Zhermack Indurent Gel,

fabricado por Zhermack, Badia Polesine, Rovigo, Italia; Lotes n°. 119657,
8. Cloreto de potéssio (KCI), fabricado por Labsynth Produtos para
Laboratorios Ltda, Diadema, SP, Brasil; Lote n® 310613;
9. Cloreto de sddio (NaCl), fabricado por Labsynth Produtos para
Laboratérios Ltda, Diadema, SP, Brasil; Lote n® 163229;
10. Cultura de Candida albicans proveniente da empresa American Type
Culture Collection (ATCC number - 90028), Manassas, EUA,
11. Cultura de Candida glabrata proveniente da empresa American Type
Culture Collection (ATCC number - 2001), Manassas, EUA,
12. Cultura de Streptococcus mutans proveniente da empresa American
Type Culture Collection (ATCC number - 25175), Manassas, EUA,
13. Embalagens auto selantes para esterilizacdo Veda Max, fabricadas por
Zermatt Industria e Comércio Ltda, Itatiba, SP, Brasil;
14, Escovas dentais da marca Colgate, do tipo macia, fabricada por Colgate
Palmolive Co., S&o Bernardo do Campo, SP, Brasil;

15. Filtro para seringa 0.22M, fabricado por TPP, Trasadingen, Suica;
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16. Fosfato de sodio (NaH,PO,) fabricado por Labsynth Produtos para
Laboratorios Ltda, Diadema, SP, Brasil; Lote n® 127403;

17. Fosfato de potéssio (KH,PO,) fabricado por Labsynth Produtos para
Laboratorios Ltda, Diadema, SP, Brasil; Lote n® 147229;

18. Frasco coletor universal translicido estéril 80mL, fabricada pela J
Prolab Ind. e Com. De produtos para Laboratdrio Ltda, Sdo José dos Pinhais, PR,
Brasil;

19. Gas de d6xido de etileno (mistura de 30% de oxido de etileno e 70% de

gés carbonico), produzido pela White Martins Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil,

20. Gesso pedra tipo 11 Herodent; fabricado por Vigodent SA Ind. Com.,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil;

21. Glicose D Anidra PA ACS; fabricada por Labsynth Produtos para
Laboratérios Ltda, Diadema, SP, Brasil; Lote: 156674;

22. Gorro descartavel, fabricado por Metalurgica Fava Ind. e Com. Ltda,
Pirituba, SP, Brasil,

23. Isolante indicado para resina acrilica, marca Cel-Lac, fabricado por
SSWhite, Rio de Janeiro, RJ, Brasil,

24. Liquido acrilico Vipi Wave, fabricado por VIPI Industria e Comércio

Exportacdo e Importacdo de Produtos Odontoldgicos Ltda, Pirassununga, SP, Brasil;
Lote n° 22503,

25. Luva para procedimentos ndo estéril, fabricada por Supermax Brasil
Importadora S/A, Curitiba, PR, Brasil;

26. Mascara descartavel, fabricado por Metallrgica Fava Ind. e Com. Ltda,
Pirituba, SP, Brasil,

217. Meio de cultura Brain Heart Infusion caldo (BHI) fabricado por
DIFCO, Detroit, MI, USA; Lote n° 103,500B;

28. Meio de cultura CHRO Magar, fabricado por Acumedia, Lansing,
Michigan, EUA; Lote n° 2030514,

29. Meio de cultura Mitis Salivarius Agar (MSA), fabricado DIFCO,
Detroit, MI, EUA; Lote n°® 2017870;

30. Meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar, produzido por Acumedia
Manufactures Inc., Baltimore, Maryland, EUA. CAd. 7143A. Lote n°® 103-504;

31. Meio de cultura Yeast Nitrogen Base (YNB), fabricado por Himedia,

Mumbai, india. Lote n® 143465:
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32. Menadiona, produzida por Sigma Co., St. Louis, MO, EUA; Lote n°
065K0230;
33. Placa de cultura TPP com 24 orificios estéril, embaladas

individualmente, fabricada pela TPP, Trasadingen, Suica;

34. Placa de cultura TPP com 96 orificios estéril, embaladas
individualmente, fabricada pela TPP, Trasadingen, Suica;

35. Placas de Petri descartaveis estéreis, de 90 mm de diametro por 15mm
de altura, fabricada pela J Prolab Ind. e Com. De produtos para Laboratério Ltda, Sdo

José dos Pinhais, PR, Brasil;

36. Pontas descartaveis para micropipeta, fabricadas por Axygen Scientific,
Union City, CA, EUA;
37. Resina para base de protese incolor Vipi Wave, especifica para micro-

ondas, fabricada por VIPI Industria e Comércio Exportacdo e Importacdo de Produtos
Odontoldgicos Ltda, Pirassununga, SP, Brasil; Lote n® 11677;

38. Sacarose, fabricada por Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA,; Lote
n° 011M00421V;

39. Sabdo de coco em p6 UFE, fabricado por Rosatex Produtos Saneantes
Ltda, Guarulhos, Sp, Brasil; Lote: 0596;

40. Silicone de condensacdo para inclusdo de consisténcia pesada Zetaplus,
fabricado por Zhermack, Badia Polesine, Rovigo, Italia; Lote n°. 140242;

41. Sistema de Filtracdo 250 mL, estéril, fabricado por TPP, Trasadingen,
Suica;

42. Sistema de Filtracdo 500 mL, estéril, fabricado por TPP, Trasadingen,
Suica;

43. Sistema de Filtracdo 1000 mL, estéril, fabricado por TPP, Trasadingen,
Suica;

44, Tubo Centrifugacdo graduado Axygen, Scientific, Union City, CA,
EUA;

45, Tubos Falcon 15 mL, estéreis, fabricados por TPP, Trasadingen, Suica;

46. Tubos Falcon 50 mL, estéreis, fabricados por TPP, Trasadingen, Suica;

47. XTT, fabricado por Sigma Co., St. Louis, MO, EUA; Lote n°

SLB4187V.
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4.2 Instrumental

1. Alca descartavel para inoculacdo de micro-organismos, Redplast Ind. E
Com. de Embalagens Plasticas Ltda., Sarzedo, MG, Brasil;

2. Alca Drigalski, Quimi VidroLabor, Poa, Sdo Paulo, Brasil;

3. Béquer graduado, fabricado por Vidrolabor Industria e Com. de Vidros
para Laboratorios, Poa, SP, Brasil;

4. Bico de Bunsen;

5. Buril de Le Cron, marca Duflex, fabricado por SSWhite, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil;

6. Caneta para retroprojetor, fabricada por Faber Castell, Sdo Carlos, SP,
Brasil;

7. Erlenmeyer graduado, fabricado por Vidrolabor Industria e Com. De
Vidros para Laboratérios, Poa, SP, Brasil;

8. Espatula de aco n° 36, marca Duflex, fabricada por SSWhite, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil;

9. Frasco de vidro com tampa para resina acrilica, fabricado por Jon, Séo
Paulo, SP, Brasil;

10.  Gral e espétula para gesso;

11.  Jarra de anaerobiose, fabricada por BD GasPak EZ, Franklin Lakes, NJ,
EUA; Lote: 1051136 e 1056381

12.  Matrizes metélicas contendo 10 cavidades de 10 mm de didametro x 2
mm de espessura, fabricadas por L.F. Dessi & CIA Ltda, Séo Carlos, SP, Brasil;

13.  Micropipeta de 0.5-10 pL, modelo DV10, fabricada por HTL Lab
Solutions, Warsaw, Pol6nia; Lote: 11367;

14.  Micropipeta de 20-200 pL, modelo DV200, fabricada por HTL Lab
Solutions, Warsaw, Pol6nia; Lote: 12365;

15.  Micropipeta de 100-1000 puL, modelo DV1000, fabricada por HTL Lab
Solutions, Warsaw, Pol6nia; Lote: 11523;

16.  Micropipeta de 1000-5000 pL, modelo DV5000, fabricada por HTL
Lab Solutions, Warsaw, Pol6nia; Lote: 11373;

17.  Micropipeta de 1000-10000 uL, modelo DV10000, fabricada por HTL
Lab Solutions, Warsaw, Pol6nia; Lote: 12368;
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18.  Mufla termopléstica, fabricada por Dental Vipi Ltda. IndUstria e
Comeércio de Importacdo e Exportacdo de Produtos Odontoldgicos, Pirassununga, SP,
Brasil;

19.  Pincel n° 6, fabricado pela Jon Comércio de Produtos Odontoldgicos
Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil;

20.  Pinga clinica, marca Duflex, fabricado por SSWhite, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil;

21.  Placas de vidros lisas (Vidroplan ACP Comércio de Vidros Ltda.
Araraquara, SP, Brasil) com rugosidade de aproximadamente 0,20 um,;

22.  Placas de vidros jateados com oéxido de aluminio (Vidroplan ACP
Comércio de Vidros Ltda. Araraquara, SP, Brasil) com rugosidade de
aproximadamente 3,0 um;

23.  Ponta Maxi-cut, fabricada por Labordental, Sdo Paulo, SP, Brasil;

4.3 Equipamentos
1. Agitador de tubos orbital (Vortex Mixer), fabricado por Vixar, Modelo:
VM3000; Lote: E18111LA0071;

2. Autoclave vertical, fabricado por Phoenix Ind. e Com. de Equipamentos
Cientificos Ltda, Araraquara, SP, Brasil. Modelo: AV 60. N°. 6614;

3. Balanga de precisdo, fabricada por Gehaka Ind. e Com. Eletro-
Eletronica Gehaka Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil. Modelo: BG 400 n° 016450;

4. Balanca de precisdo, fabricada por Gehaka Ind. e Com. Eletro-
Eletronica Gehaka Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil. Modelo: BG 440 N° 1010;

5. Cabina de Seguranca Bioldgica, fabricada por Grupo Veco, Campinas,

SP, Brasil. Modelo: Bio Seg Classe Il — Tipo A,

6. Centrifuga, fabricada por Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha.
Modelo: 5810R;

7. Contador de colénias CP 608 Plus, fabricado pela Phoenix Industria e
Comercio de Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, Sdo Paulo, Brasil;
Modelo: CP-608;

8. Espectrofotdmetro — Biospectro, produzido por Equipar Ltda, Curitiba,
PR, Brasil. Modelo: SP-220;

9. Espectrometro UNI-SPECS UHV, utilizado nas analises de XPS
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10.  Estufa bacterioldgica, produzida por Marconi Equipamentos
Laboratoriais Limitada, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil; Modelo: MA 0324; Série —
9819011;

11.  Estufa de cultura, fabricada por Fanem Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil;
Modelo: 002CB;

12. Estufa Quimis, fabricada por Quimis Aparelhos cientificos LTDA,
Diadema, S&o Paulo, Brasil;

13. Estufa para secagem e esterilizacdo, fabricada por Marconi
Equipamentos Laboratoriais Ltda, Piracicaba, SP, Brasil. Modelo: MA 033. Série:
9819;

14.  Filtro a vacuo, produzido por Fanem, Sdo Paulo, SP, Brasil. Modelo:
089- CAL;

15.  Incubadora de bancada shaker, fabricada por Quimis Aparelhos
Cientificos Ltda, Diadema, SP, Brasil. Modelo: Q816M20;

16. Forno para fotopolimerizacdo Strobolux, fabricado por EDG
Equipamentos, Sdo Carlos, Sdo Paulo, Brasil. Série: 02/0560;

17.  Lavadora ultrassonica Soniclean 2, Sanders Medical, Santa Rita do
Sapucai, MG. Série: 001156;

18.  Leitora automética de microplacas de 96 pocos, 405-750nm, oito
canais, fabricada por Thermoplate, Nanshan District, Shenzhen, China. Modelo TP
Reader;

19. Maquina de ensaios para a realizagdo dos testes de escovacdo,
desenvolvida por MAVTEC Comércio de Pecas, Acessorios e Servigos Ltda, Ribeirdo
Preto, Séo Paulo, Brasil;

20.  Micro-ondas de dupla emissdo de ondas, produzido por Brastemp,
Manaus, AM, Brasil. Modelo: Sensor Crisp 38 — DES (Doublé Emission System);

21.  Micro-motor odontolégico de bancada LB 2000, produzido por Beltec
Industria e Comércio de Equipamentos Odontoldgicos LTDA, Araraquara, SP, Brasil;
NUmero de Série: LB2- 0101840; Lote: 48-3229/12

22.  Prensa hidraulica PM 2000, fabricada por Vipi Delta, Pirassununga, S&o
Paulo, SP, Brasil;

23.  Rugosimetro Digital, fabricado por Mytutoyo Corporation, Téquio,
Japan; Modelo: SJ 400;
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4.4 Método
4.4.1 Confeccéo dos corpos de prova

Para o desenvolvimento da pesquisa foi utilizada uma resina para base de
prétese incolor, especifica para micro-ondas Vipi Wave. Os corpos-de-prova foram
confeccionados utilizando-se matrizes metélicas, contendo cavidades de 10 mm de

didmetro x 2 mm de espessura (Figura 1).

Figura 1- Matriz metélica contendo cavidades de 10 mm de diametro x 2 mm

de espessura. Araraquara, 2013.
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A resina acrilica foi incluida entre duas placas de vidros, lisas, com a finalidade
de simular as caracteristicas da parte polida das préteses (SL), ou jateadas com oxido
de aluminio cuja rugosidade de aproximadamente 3,0 um simula a rugosidade
encontrada na superficie interna de proteses (SR)'% 2. Inicialmente, a parte inferior
da mufla foi isolada e preenchida com gesso sobre o qual foi posicionada uma placa de

vidro de forma e tamanho compativeis com as dimensdes da matriz metalica (Figura

2).

Figura 2- Base da mufla preenchida com gesso sobre a qual é posicionada a

placa de vidro. Araraquara, 2013.
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Ap0s a presa do gesso, a matriz metélica foi isolada com isolante para gesso
em ambos os lados. Silicone de condensacao foi manipulado e posicionado ao redor da
matriz, para facilitar a sua remog¢ao na fase de desinclusao. Outra placa de vidro foi
fixada sobre a matriz e a contra-mufla posicionada ¢ preenchida com gesso de maneira
convencional. Posteriormente a presa do gesso, a mufla foi aberta. A seguir, a resina
foi manipulada de acordo com as instru¢des do fabricante e, durante a fase plastica,
inserida nos orificios da matriz. A base da mufla foi coberta com uma folha de papel
filme e fechada, seguida de prensagem em prensa hidraulica com pressao de 1,0 kg/f,
até total escoamento do excesso de resina acrilica. A seguir, a mufla foi aberta, o papel
filme removido e o excedente eliminado com auxilio de espéatula Le Cron. A mufla foi
novamente fechada e levada a prensa hidraulica com pressdo de 1,5 kg/f pelo tempo de
2 horas. Apds este periodo, o processo de polimerizagdo em micro-ondas executado de
acordo com o protocolo estabelecido pelo fabricante (Forno de 1000 W — 20 min com
20/30% de poténcia + 5 min com 80/100% de poténcia). Apds o resfriamento a
temperatura ambiente, a mufla foi aberta e os corpos-de-prova retirados, sendo 0s
excessos laterais removidos com o auxilio de uma ponta estéril Maxi-Cut (Figuras 3 A

e B).

Figura 3- Corpos de prova obtidos. A — superficie lisa; B — superficie rugosa.
Araraquara, 2013.

Os corpos-de-prova (com superficie lisa ou rugosa) foram confeccionados
dentro de condigdes assepticas, por um unico operador, atuando sobre superficie de
papel estéril, utilizando instrumental esterilizado, roupas de prote¢éo, luvas, 6culos e

mascaras descartaveis.

4.4.2 Mensuragéo da rugosidade superficial
Tendo em vista a possivel influéncia da rugosidade na aderéncia dos micro-

organismos, foi realizada a medida da rugosidade superficial de todos os corpos-de-
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prova, utilizando-se um rugosimetro (Mitutoyo SJ 400 — Mitutoyo Corporation,
Tokyo, Japéo), com precisdo de leitura de 0,01 um, comprimento de leitura de 2,4

mm, velocidade da ponta ativa de 0,5 mm/s, e o raio da ponta ativa de 5 um (Figura 4).

Figura 4- Rugosimetro Mitutoyo SJ 400. Araraquara, 2013.
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Foram realizadas quatro medidas para cada corpo de prova e a média entre as
leituras foi determinada como o valor da Ra (um) (Figura 5). Todas as medidas foram

realizadas por um Unico operador.

Figura 5- Mensuracdo da rugosidade superficial (Ra - um) dos corpos de prova.

Araraquara, 2013.

4.4.3 Aplicacéo dos vernizes experimentais

Os vernizes experimentais foram utilizados em trés concentracfes (25, 30 e
35%) de acordo com o tipo de monémero (hidrofilico ou zwiteriénico) (Tabela 1A -
Apéndice). Dessa forma, foram avaliados grupos experimentais e controles (que nédo

receberam tratamento com verniz), para cada tipo de superficie (lisa e rugosa).
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A aplicacdo dos 6 vernizes experimentais (3 pL), nas duas superficies dos
corpos-de-prova foi realizada no interior de uma camara de fluxo laminar estéril
(Figuras 6 e 7), seguida da fotopolimerizacdo durante 4 minutos para cada superficie,
em forno de fotopolimerizacdo Strobolux (Figura 8). O verniz M recebeu uma camada
adicional de sultone nas duas superficies, e permaneceu durante 2 horas a 80°C em
estufa, para completar a formulagdo do verniz (2 passos). Todos os dispositivos
necessarios para a aplicacdo dos vernizes, incluindo o forno EDG, foram
acondicionados no interior da camara de fluxo laminar e expostos a luz ultravioleta
durante 30 minutos, previamente a aplicagcdo dos vernizes, para a esterilizacdo do
ambiente. A desinfeccdo interna do forno foi realizada com alcool 70%, para posterior

utilizacao.

Figuras 6 e 7 - Aplicagdo dos vernizes experimentais em condicdes assépticas.
Araraquara, 2013.
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Figura 8- Fotopolimerizagdo dos vernizes experimentais em forno Strobolux.

Araraquara, 2013.

Os corpos-de-prova de todos os grupos (controle e experimentais) foram,
entdo, armazenados em estufa a 37°C durante 48 horas, em sacos plasticos estéreis,
hermeticamente fechados, contendo agua destilada estéril, para liberacdo dos
mondmeros residuais (ISO/FDI 1567).

4.4.4 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS)

A técnica de espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS)
permitiu a analise da composicao e estrutura de superficie dos corpos-de-prova apos a
aplicacdo dos vernizes. Para a andlise, foram confeccionadas, adicionalmente ao
namero total de corpos-de-prova, 1 amostra do grupo controle e 1 amostra tratada com
cada um dos vernizes na concentragdo 35%. Foi utilizado o espectrometro UNI-
SPECS UHV, sendo empregada linha MgKa (E=1253.6eV) e a energia de passo do
analisador foi ajustada paralOeV. O método Shiley foi utilizado para subtrair o ruido
ineslatico dos espectros de nacleo C 1s, O 1s e N 1s, cujas energias de ligacdo do
espectro foram corrigidas pelo componente hidrocarbono do polimero fixado em 285.0
eV. A composicao da camada da superficie foi determinada pelas proporcdes das areas
de picos relativas corrigidas pelos fatores de sensitividade dos elementos
correspondentes. Os espectros foram deconvoluidos utilizando uma fungdo do tipo
Voigtiana para ajustar os espectros sem restricdo. A largura a meia altura (FWHM),
variou entre 1,6 e 2,0 eV e a posicdo dos picos foi determinada com precisdo de + 0,1
eV. A analise por XPS foi realizada no Instituto de Quimica da Universidade Estadual

Paulista (UNESP), campus de Araraquara.
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4.4.5 Esterilizagdo dos corpos de prova

Previamente aos testes microbioldgicos, os corpos-de-prova foram submetidos
a banho em ultrassom, por 20 minutos. Em seguida, na capela de fluxo laminar, os
corpos de prova foram expostos a luz ultravioleta por 20 minutos, para cada face do

corpo de prova, com o objetivo de eliminar possiveis micro-organismos.

4.4.6 Adesédo e formacao do biofilme multiespécies nos corpos de prova
4.4.6.1 Indculos e Meios

Foram utilizados os micro-organismos S. mutans ATCC 25175, C. albicans
ATCC 90028 e C. glabrata ATCC 2001. Para o preparo do inoculo, o S. mutans foi
semeado de sua cultura original Mitis Salivarius Agar (MSA), a uma temperatura de
37°C em atmosfera com PCO, de 10% por 48 horas. As espécies de Candida foram
semeadas em placas de Petri sobre 0 meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose com
cloranfenicol (SDA) e incubadas a 37°C por 48 horas, em atmosfera de aerobiose.
Apbs este periodo de ativagdo, uma alcada da bactéria ou das leveduras recém
cultivadas foi adicionada em frascos contendo, respectivamente, 20 mL de meio Brain
Heart Infusion caldo (BHI) ou Yeast Nitrogen Base (YNB) suplementado com glicose
a 50 mM. Apos a incubagao em agitador orbital a 37 °C por 18 horas em atmosfera
com PCO, de 10%, para o S. mutans e por 21 horas para as espécies de Candida, as
células foram centrifugadas a 5.000 rotagdes por min em uma centrifuga, durante 5
min, e lavadas duas vezes com PBS estéril (NaCl 100 mM, NaH,PO, 100 mM, pH
7,2) por meio de agitacdo e centrifugacao a 5.000 rotagdes por min, durante 5 min.

As células lavadas, tanto da bactéria quanto das leveduras, foram ressuspensas
em 20 mL de caldo BHI estéril. A densidade Optica da suspensdo foi determinada e
padronizada a uma concentragdo de 1x108 células/mL para o S. mutans® * e de 1x10’

células/mL para as espécies de Candida™ %

, utilizando-se espectrofotometro. A
absorbancia mensurada para o S. mutans foi de 0,01 a 600 nm e para as espécies de

Candida foi de 0,60 a 520 nm.

4.4.6.2 Coleta, preparo e pre-tratamento dos corpos-de-prova com saliva humana
Com a finalidade de verificar o efeito da pelicula salivar na aderéncia do
biofilme multiespécies, metade dos corpos-de-prova confeccionados foram expostos

em saliva, previamente a todos os testes microbioldgicos. Foram coletados 20 mL de
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saliva ndo estimulada de 70 individuos sadios, com idade entre 20 e 30 anos. Durante a
coleta, o tubo coletor ficava acondicionado em béquer contendo gelo no interior, com
a finalidade de manter a saliva refrigerada. A seguir, a saliva foi misturada,
homogeneizada e submetida a centrifugagdo a 5.000 g por 10 minutos, a 4°C% . 0
sobrenadante obtido foi entdo filtrado e armazenado a -70 °C até a realizacdo dos testes
microbioldgicos, quando os corpos-de-prova foram incubados com 1,5 ml da saliva

preparada, & temperatura ambiente, por 30 minutos'?® '

. Esse procedimento foi
aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP
(Protocolo n°® 12/2010) (Apéndice) e todos os individuos voluntarios assinaram um

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo).

4.4.6.3 Adesao (90 minutos)

Para verificar se a efetividade dos vernizes experimentais ocorre na fase de
aderéncia, em uma placa de cultura contendo 24 orificios foi transferida uma aliquota
de 0,7mL de cada suspensao celular padrdo para cada orificio contendo um corpo de
prova. A seguir, esta placa foi levada ao agitador orbital a 37°C sob agitacdo de 75
rotacbes por minuto (rpm), em atmosfera com PCO, de 10%, e mantida por 90
minutos (fase de adesdo)'. Apos este periodo os corpos-de-prova foram lavados
cuidadosamente com 2 mL de solucdo PBS estéril. Essa lavagem foi realizada duas
vezes com a funcao de remover as células ndo aderidas, tamponar 0 meio e remover 0s
metabolitos. A seguir foi realizada a mensuracdo da quantidade de células aderidas aos
corpos-de-prova através do ensaio de XTT e pela contagem de col6nias viaveis (UFC).
A Figura 16 demonstra o desenho experimental desta fase.

4.4.6.4 Formacao do biofilme maduro (48 horas)

O biofilme multiespécies foi formado em placas de cultura pré-estéreis de 24
orificios. Da mesma forma como realizado para a aderéncia, uma aliquota de 0,7 mL
da suspensao celular padrdo de cada micro-organismo foi transferida para cada orificio
contendo um corpo de prova e as placas foram incubadas por 90 min, em agitador
orbital a 37 °C (75 rpm) e atmosfera com PCO, de 10%. Apds este periodo, 0S COrpos-
de-prova foram lavados (2 vezes) cuidadosamente com 2 mL de solu¢do PBS estéril.
Em seguida, 2 mL de BHI estéril foram adicionados em cada orificio com o objetivo
de fornecer mais nutrientes para 0s micro-organismos e as placas foram novamente

mantidas a 37 °C sob agitacdo de 75 rpm, em atmosfera com PCO; de 10%, durante 48
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h. A quantificacdo celular, da mesma forma como apresentado para a adesdo, foi
realizada pelo ensaio de XTT e pela contagem de células vidveis (UFC). Pela Figura

17 é possivel visualizar o desenho experimental desta etapa.

4.4.7 Ensaio de escovagao

Para a mensuracdo da quantidade de biofilme removido pela escovacao,
corpos-de-prova de cada grupo experimental foram confeccionados, e submetidos aos
procedimentos microbioldgicos, incluindo a exposicao prévia em saliva e formacéo do
biofilme. A seguir, as amostras com o biofilme aderido a superficie foram levadas a

maquina de escovacdo (Figura 9).

Figura 9 — Maquina de escovacdo utilizada para os ensaios de escovacgdo.

Araraquara 2013.

Previamente ao ensaio de escovacao, a maquina foi acondicionada na capela de
fluxo laminar e submetida a luz UV por 20 minutos para a esterilizacdo do ambiente.
Ainda, ap0s cada ciclo de escovacdo, os dispositivos que entram em contato direto
com o biofilme foram esterilizados em micro-ondas a 650W por 3 minutos. Ja as
escovas dentais foram esterilizadas por meio de 6xido de etileno (ACECIL — Central
de Esterilizacdo e Ind. LTDA, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) (Figura 10). Este
procedimento foi selecionado por ser considerado efetivo e seguro para a esterilizagdo

de polimeros'® %,



Material e Métede]04

Figura 10 — Escova dental esterilizada por Oxido de etileno embalada

individualmente. Araraquara 2013.

A maquina de escovacao apresenta duas bases horizontais acrilicas removiveis
com trés cavidades circulares em cada base, nas quais 0s corpos-de-prova foram
posicionados durante os ensaios de escovacgdo. Essas cavidades circulares (Figura 11)
apresentam as mesmas dimensdes dos corpos-de-prova, permitindo, dessa forma, o seu

correto encaixe e apreensdo durante os testes.

Figura 11 - Cavidade circular que permite o encaixe do corpo de prova durante

a realizacdo do ensaio de escovagéo. Araraquara 2013.

Cavidade
circular

Em cada base horizontal, existe ainda uma parede metalica com 33 mm de
altura. Esta moldura contorna as cavidades retangulares, gerando um compartimento
quadrangular que contém a solugdo de escovacdo, permitindo que os corpos-de-prova
permanecam imersos durante a execucdo dos ensaios. Na parte central da base
maquina, encontra-se 0 motor unido a dois bragos metalicos que acoplam 6
dispositivos metélicos (3 em cada brago), os quais permitem o encaixe das partes
ativas das escovas dentais. Primeiramente, os cabos das escovas foram seccionados, de

forma a restar somente as partes ativas (“cabega” da escova), que entdo foram
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posicionadas nos dispositivos metalicos. Esses  dispositivos  apresentam,
superiormente, pinos metalicos sobre os quais sdo colocados cilindros confeccionados
em latdo. A funcdo dos cilindros é exercer forca constante de 200 g sobre as por¢oes

ativas das escovas durante os testes de escovacdo (Figura 12).

Figura 12 - Cilindros de latdo da méquina de escovacdo que exercem forca

constante de 200 g

Cilindro em latao

O acionamento do motor induz a movimentacdo do conjunto brago metalico-
dispositivo das escovas dentais, realizando movimentos ciclicos horizontais de
amplitude controlada, permitindo um deslocamento linear das escovas de 18 mm para
cada lado.

A maguina apresenta capacidade de realizar, no maximo, 3.600 ciclos por hora.
O controle de ciclos por minuto (C.P.M.) regula 0 niUmero de movimentos horizontais
ciclicos da mesa. Esse registro € realizado por um contador de ciclos, localizado na
base da maquina. A capacidade méaxima de registros é¢ 99.999. Neste estudo, para cada
ensaio, foram realizados 30 ciclos, o que representa a escovacio realizada em 1 dia®*
44,78, 113.

O compartimento presente na base horizontal da méaquina foi preenchido com
solucdo agua destilada/sabao de coco (proporcao 1:1). Foi utilizada solucdo suficiente
para imergir completamente os corpos-de-prova.

ApOs a escovacdo, 0s corpos-de-prova foram submetidos & avaliagdo dos
micro-organismos ndo removidos e/ou eliminados por meio do ensaio do XTT e pela
contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC), conforme desenho

experimental apresentado na Figura 18.
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4.4.8 Recolonizacdo do biofilme multiespécies ap6s a escovagao.

Com a finalidade de verificar a efetividade da escovacgdo ap6s longos periodos,
corpos-de-prova de cada grupo experimental, conforme desenho experimental
demonstrado pela Figura 19, foram submetidos a formacdo do biofilme, seguidos da
escovacdo, como previamente descrito. Apds a escovacdo, as amostras foram
cuidadosamente transferidas para novas placas de 24 orificios. A seguir, 2mL de BHI
estéril foi colocado em cada um dos orificios contendo um corpo de prova cada. As
placas foram entdo mantidas em agitador orbital a 37°C sob agitacdo de 75 rotacfes
por minuto (rpm), em atmosfera com PCO; de 10%, e mantida por periodo adicional
de 48 horas. ApGs este periodo, 0 metabolismo celular e as unidades formadoras de

colénias foram mensuradas pelos testes de XTT e UFC, respectivamente.

4.4.9 Mensuracdo do metabolismo celular e nimero de células vidveis
4.4.9.1 Ensaio de XTT

A mensuracdo dos micro-organismos aderidos, do biofilme formado, da
efetividade da escovacdo e da efetividade da escovacdo na recolonizacdo do biofilme
foi monitorada através do ensaio de reducdo de 2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium  hydroxide (XTT). Este
ensaio tem sido rotineiramente utilizado para a quantificacdo de biofilmes de Candida
por sua capacidade de mensurar a atividade metabélica celular®™ '°. O XTT (sal
amarelo) é reduzido, por desidrogenases mitocondriais de micro-organismos
metabolicamente ativos, em um produto formazano soltvel em agua (laranja) o qual é
medido espectrofotometricamente. Para o ensaio, duas solugfes foram utilizadas: a
solucdo de XTT e a solucdo de menadiona. A solucdo de XTT foi preparada
utilizando-se agua ultra pura a uma concentracdo de 1 mg/ml e mantido a -70 °C até o
momento do experimento. A solucdo de menadiona foi preparada em acetona a 0,4
mM, imediatamente antes da sua utilizacao.

Metade dos corpos-de-prova de todas as condigOes experimentas foram
individualmente transferidos para novas placas de cultura de células estéreis com 24
orificios contendo 2 mL de PBS suplementado com glicose a 200 mM, solucéo de
XTT previamente preparada e menadiona recém-preparada, na seguinte proporcao:
158 pl de PBS 200 mM, 40 pl de XTT e 2 pl de menadiona. As placas foram
incubadas a 37 °C por 3 h® e, ap6s esse periodo, o produto da degradagdo do XTT

(sobrenadante) presente em cada orificio foi homogeneizado com uma pipeta.
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A seguir, uma aliquota de 1 mL desta solucdo foi transferida para um
eppendorf e centrifugada a 5.000 rpm durante 2 min para a precipitacdo das células.
Entdo, 200 pL do produto da degradacdo do XTT (sobrenadante) foram transferidos
para o orificio de uma placa de leitura (Elisa) com 96 orificios e o resultado desta
reacdo quimica foi mensurado utilizando-se o espectrofotdmetro com filtro 492 mM
(Figura 13).

Figura 13 - Produto da degradacdo do XTT ap06s 3 h de incubacdo em uma
placa de elisa para leitura em espectrofotdmetro. Araraquara, 2013.

4.4.9.2 Contagem do numero de col6nias viaveis

Para a quantificacdo das células, apés a adesdo, formacdo do biofilme,
escovacao e recolonizacdo, 0s corpos-de-prova contidos nas placas de 24 orificios
foram lavados 2 vezes em solugdo de PBS®* % % com a finalidade de remover as
células ndo aderidas. A seguir, as amostras foram transferidas para tubos Falcon
estéreis contendo 4,5 mL de PBS, e entdo agitados por 1 minuto para o
desprendimento das células®.

Posteriormente, o processo de diluicdo seriada foi realizado em solugéo de PBS
estéril por meio da transferéncia de aliquotas de 100 pL da solugdo original (Romeiro
RS). As diluicdes de 10™ a 10 foram obtidas e duas aliquotas de 10 pL da diluicdo

10 e 10 foram semeadas, em duplicata, pela técnica da gota®" 107 108 132,143

, em uma
placa de Petri contendo Chromagar, para a contagem das espécies de Candida e para a
espécie S. mutans, duas aliquotas de 10 pL da diluicdo 10° e 10™ foram semeadas em
uma placa de Petri contendo Mitis Salivarius. O plagueamento das dilui¢des acima foi
escolhido ap6s a realizacdo de teste piloto para verificar quais as melhores diluicdes a

serem realizadas para favorecer a contagem de colbnias.
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A seguir, todas as placas foram incubadas a 37°C por 48 horas, sendo que as
placas de Mitis Salivarius foram incubadas em ambiente com atmosfera com PCO2 de
10%. Apos esse periodo, as placas foram posicionadas sobre um contador de coldnias
digital e 0 nimero de coldnias determinado (seleciona-se a dilui¢do que contenha entre
3 a 30 colbnias) (Figuras 14 e 15). Os nimeros de unidades formadoras de coldnias
por mililitro (ufc/mL) foram calculados de acordo com a seguinte formula: ufc/mL =
numero de colbnias x 10 n / q. Nessa formula, n equivale ao valor absoluto da diluicdo
escolhida (de 0 a 4) e g equivale a quantidade, em mL, semeada de cada diluicdo nas
placas (0,010 mL = 10 pL).

Figura 14 — Placa de Chromagar com as colonias da C. albicans (em

verde/azul) e C. glabrata (em roxo). Araraquara 2013.

Figura 15 — Placa de Mitis Salivarius com as colonias do S. mutans. Araragquara
2013.
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4.4.10 Metodologia Estatistica

As avaliagbes dos efeitos dos tratamentos com vernizes, em diversas
concentragcdes, sobre a adesdo e formacdo de biofilme de micro-organismos
determinadas por dois métodos: XTT e unidades formadoras de col6nias (UFC) foram
realizadas por andlises de variancia. Essas andlises se referiram a quatro fatores: tipo
de superficie (lisa ou rugosa); verniz (M ou P); concentracdo (25%, 30% ou 35%) e
saliva (ausente ou presente), incluindo controles sem a aplicacdo dos vernizes. Os
valores de ufc/mL determinados pelo meétodo de contagem de col6nias foram
transformados para logaritmo, de forma a viabilizar a anélise de variancia (ANOVA).
O teste de Tukey de compara¢Ges multiplas de médias (HSD de Tukey) foi adotado
para complementar essas analises. Em todas elas adotou-se nivel de significancia de
1% para a tomada de decisdo, nivel um pouco menor do que o usual para evitar
significancias sem relevancia clinica. Destaque-se que a rugosidade dos corpos de
prova, a eficacia da escovacdo mecénica na remocdo do biofilme e na sua
recolonizacdo foram avaliadas apenas por estatisticas descritivas. Todos 0s testes
avaliados foram realizados em triplicata em 3 ocasifes distintas, para cada associacao
entre verniz/ concentragdo/ saliva, totalizando 18 corpos-de-prova por grupo.
Adicionalmente, o grupo controle negativo, isto é, sem a presenca dos micro-
organismos, somente com meio de cultura e a amostra foi incluido em todos os
experimentos com a finalidade de verificar a esterilizacdo dos materiais, meios de
cultura e corpos-de-prova utilizados. Este planejamento foi realizado tanto para as
amostras lisas, como para as rugosas. O diagrama experimental do estudo estdo
expostos nas Figuras 16, 17, 18 e 19.

Todas as analises foram realizadas pelo programa estatistico Statistica 6.0 da
Statsoft (Statistica 6.0, Statsoft, Tulsa, Okla, USA).
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Figura 16 - Efetividade dos vernizes fotopolimerizaveis experimentais na adesao dos micro-organismos (90 minutos)
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Figura 17 - Efetividade dos vernizes fotopolimerizaveis experimentais na formacéo do Biofilme maduro (48 horas)
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Figura 18 - Eficacia da escovacao mecanica na remocéao do biofilme multiespécies formado sobre as superficies

modificadas com 0s vernizes
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Figura 19 — Recolonizacdo do biofilme multiespécies apds escovacao
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5 Resultado

Os dados de todas as condicGes experimentais avaliadas (rugosidade
superficial, absorbancias e contagem de col6nias) encontram-se no Apéndice. As
tabelas A3 a A16 demonstram os dados de rugosidade superficial, as tabelas A17 a
A32 apresentam os valores de absorbancia obtidos pelo ensaio de XTT e as tabelas
A33 a A48 contém os valores de ufc/mL.

5.1 Caracterizacao da superficie por XPS

A Tabela 1 demonstra as porcentagens dos elementos quimicos presentes na
superficie das amostras (controle e vernizes experimentais M e P na concentracdo
35%), obtidas através da andlise por XPS. Por esta tabela pode ser visualizado que a
aplicacdo do verniz P promoveu uma diminuicdo na porcentagem do elemento C 1s,
um aumento na porcentagem do O 1s e Si 2p, além de um pico de fdsforo. Para o
verniz M, ocorreu um aumento da porcentagem do C 1s, uma reducdo do O 1s e

também foi encontrado um pico de enxofre.

Tabela 1- Porcentagens dos elementos quimicos (at.%) presentes na superficie
das amostras (controle e vernizes experimentais M e P na concentragdo 35%), obtidas
através da analise por espectroscopia eletrénica por raios X (XPS). Araraquara, 2013.

Grupos
Elementos (at.%) Controle P35 M35
Carbono (C 1s) 72,54 66,98 78,97
Oxigénio (O 1s) 27,45 28,03 12,63
Silicio (Si 2p) 0,2 5,81 2,7
Fésforo (P 2p) - 0,56 -
Enxofre (S 2p) - - 0,78

at.%: porcentagem atémica

5.2 Rugosidade superficial

Inicialmente, para o estudo da adesao e formacéao do biofilme multiespécies (C.
albicans, C. glabrata e S. mutans) e para o estudo da eficacia da escovagdo na
remocdo e recolonizacdo do biofilme, foi mensurada a rugosidade de 1.224 amostras
de superficie lisa e de outras 1.224 de superficie rugosa. A rugosidade do conjunto de
amostras lisas variou de 0,04 um a 0,34 um com média 0,17 um, enquanto a

rugosidade relativa dos corpos-de-prova rugosos ficou entre 2,64 um e 4,45 um com
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média 3,45 um. Estes dados demonstram que o planejamento experimental do estudo
foi mantido, sendo a diferenca entre a rugosidade das amostras lisas e rugosas por

volta de 3,30 um.

5.3 Adesdo do biofilme multiespécies

Na Tabela 2 sdo mostradas as médias e desvios padrdo de absorbancias
determinadas pelo método XTT no estudo da adesdo dos micro-organismos (Candida
albicans, Candida glabrata e Streptococcus mutans). Uma andlise de varidncia de
quatro fatores foi empregada para avaliar a aderéncia de micro-organismos pela
medicdo da absorbancia. O sumario desta analise, dado na Tabela A49 do Apéndice,
sugere, ao nivel de significancia de 1%, efeito significativo somente de tipo de
superficie (p=0,001) e da interacdo entre verniz, concentracdo e tipo de superficie
(p=0,001). O teste de Tukey foi empregado para estudar esta interacdo com o resultado
resumido na Tabela 2, valido independentemente da aplicacao de saliva.

Observa-se que todos os tratamentos diminuiram as médias de absorbancia em
relagdo ao controle. Para a superficie lisa, ndo ha evidéncia de diferenca significativa
entre as médias seja qual foi o tratamento dotado. Neste caso, 0 metabolismo celular
ficou entre 62% e 72% do controle. JaA para a superficie rugosa, as médias de
absorbancia relativa ao verniz M na concentracdo 25% e ao verniz P na concentracao
30% ficaram em um patamar maior, com o metabolismo celular na faixa de 75% a
80%, mais préximas do controle. As outras acompanharam os metabolismos celulares
das superficies lisas.

Na Figura 20 estdo as representacGes graficas das médias amostrais de
absorbancias, juntamente com intervalos de confianca de 99% para as médias
populacionais. Além de permitir a visualizacdo dos resultados obtidos, eles fornecem a
precisdo sobre as médias.
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Tabela 2 — Média (desvio padrdo) de absorbancias pelo método XTT, para o
teste de adesdo do biofilme multiespécies, de acordo com o tipo de superficie (lisa ou

rugosa), auséncia ou presenca de saliva, tipo de verniz (M ou P). Araraquara 2013.

Superficie  Verniz s/saliva c/saliva Global® VvC
conc. (%) (%)°

Lisa Controle 1,78 (0,20) 1,68(0,17)  1,73(0,19) ° 100

M 25 117(021) 0,97(019) 1,07 (020) ® 62

30 1,17(0,18) 1,04(0,26) 1,10 (0,22) *® 64

35 1,23(0,22) 1,26(0,17)  1,25(0,20) ** 72

P 25 1114(0,18) 1,19(0,20)  1,17(0,19) ** 68

30 1,17(0,22) 1,18(0,18)  1,17(0,20) ** 68

35 1,19(0,20) 1,12(0,22)  1,15(0,21) ** 67

Rugosa Controle 1,88 (0,12) 1,63 (0,25) 1,76 (0,20) ° 100

M 25 1,39(0,14) 1,24(0,23)  1,32(0,19) ™ 75

30 1,20(0,20) 1,20(0,21) 1,20 (0,20) ** 68

35 1,18(0,20) 1,24(0,20) 1,21 (0,20) ** 69

P 25 1,13(0,22) 1,11(0,22) 1,12(022) ® 64

30 1,38(0,17) 1,37(0,08) 1,38(0,13) °© 78

35 1,29(0,13) 1,21(0,12) 1,25(0,12) ** 71

AAgrupando com e sem saliva. "Metabolismo celular em relacéo ao controle. Nota: Médias globais
com letras iguais na coluna nédo séo significativamente diferentes ao nivel de 1% (ndo houve efeito
significativo da saliva)

Figura 20 — Média amostral (coluna) de absorbancias e intervalos de confianca
de 99% para a média populacional (barra vertical), para o teste de adesdo do biofilme
multiespécies. Araraquara 2013.
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Na Tabela 3 sdo dadas as médias e desvios padrdo de logaritmos de ufc/mL
para 0s trés micro-organismos em estudo. Ao nivel de significAncia de 1%, as trés
analises de variancia (sumarios nas Tabelas A50 a A52 do Apéndice) apresentaram
efeito significativo somente de tipo de superficie (p<0,001). Entretanto, apesar de
maior, a média global de logaritmos de ufc/mL da superficie rugosa foi sempre
préxima da média global relativa a superficie lisa. As viabilidades celulares ficaram
sempre acima de 90%, tomando-se o controle como a referéncia 100%.

Nas Figuras 21 a 23 estdo representadas as médias amostrais de logaritmos de
ufc/ml, respectivamente, para o0s microrganismos Candida albicans, Candida
Glabrata e Streptococcus mutans. Esses graficos incluem intervalos de confianca de
99% para as médias populacionais o0s quais, como acentuado anteriormente, fornecem

estimativas da precisao sobre as médias.
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Tabela 3 — Média (desvio padrdo) de logaritmos de ufc/mL, para o teste de
adesdo do biofilme multiespécies, de acordo com o tipo de superficie (lisa ou rugosa),

auséncia (s/s) ou presenca (c/s) de saliva e tipo de verniz (M ou P). Araraquara 2013.

Verniz ~ Conc. Microrganismo
(%) C.albicans C. glabrata S. mutans
Superficie lisa
s/s Controle 5,63 (0,35) 6,42 (0,36) 6,53 (0,35)
M 25 4,96(0,38) 6,05(0,17) 6,04 (0,28)
30 4,86(0,51) 595(0,33) 5,98(0,13)
35 5,11(0,39) 6,13(0,37) 6,09 (0,18)
P 25 5,16(0,31) 6,21(0,13) 6,32(0,20)
30 5,04(0,62) 6,17(0,25) 6,10 (0,15)
35 4,85(0,69) 6,09(0,15) 6,07 (0,31)
c/s Controle 5,24 (0,30) 6,41 (0,26) 6,43 (0,36)
M 25 4,89(0,28) 6,00(0,28) 6,01(0,22)
30 4,77(0,42) 6,28(0,24) 6,22 (0,19)
35 5,08(0,38) 6,12(0,23) 6,08 (0,17)
P 25 5,12(0,29) 6,18(0,23)  6,15(0,22)
30 5,01(0,25) 6,03(0,18) 6,03 (0,25)
35 4,.88(0,49) 6,02(0,13) 6,01(0,30)
Global® 4,98 (0,44) 6,10(0,24) 6,09 (0,22)
VC (%)° 92 95 94
Superficie rugosa
s/s Controle 5,76 (0,42) 6,44 (0,25) 6,56 (0,33)
M 25 5,23(0,23) 6,33(0,45)  6,34(0,18)
30 511(0,28) 6,17(0,17) 6,14 (0,23)
35 5,22(0,25) 6,29 (0,14) 6,30 (0,34)
P 25 5,14(0,24) 6,20(0,38) 6,19 (0,16)
30 5,24(0,26) 6,38(0,31) 6,34(0,26)
35 5,15(0,29) 6,21(0,26) 6,20 (0,25)
c/s Controle 5,41(0,19) 6,41(0,29) 6,46 (0,32)
M 25 517(0,24) 6,25(0,26) 6,25 (0,17)
30 4,98(0,43) 6,08(0,25) 6,06 (0,49)
35 5,22(0,35) 6,29(0,31) 6,26 (0,27)
P 25 5,13(0,20) 6,20(0,16) 6,18 (0,24)
30 5,14(0,32) 6,21(0,17) 6,20 (0,10)
35 5,07(057) 6,17(0,20) 6,10 (0,18)
Global® 5,15(0,32) 6,23(0,27) 6,21 (0,26)
VC(%)" 92 97 96

#Agrupando por tipo de superficie. Viabilidade celular em relagdo ao controle
Nota: A anova acusou somente média global de superficie lisa maior do que a média global de
rugosa para todos os microrganismos(p<0,001).
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Figura 21 — Média amostral (coluna) de logaritmo de ufc/mL e intervalos de
confianca de 99% para a média populacional (barra vertical) relativos a Candida

albicans, para o teste de adesdo do biofilme multiespécies. Araraquara 2013.
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Figura 22 — Média amostral (coluna) de logaritmo de ufc/mL e intervalos de
confianca de 99% para a média populacional (barra vertical) relativos a Candida

glabrata, para o teste de adesdo do biofilme multiespécies. Araraquara 2013.
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Figura 23 — Média amostral (coluna) de logaritmo de ufc/mL e intervalos
de confianca de 99% para a média populacional (barra vertical) relativos ao
Streptococcus mutans, para o teste de adesdo do biofilme multiespécies.

Araraquara 2013.
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5.4 Formacao do biofilme multiespécies

Na Tabela 4 sdo exibidas as médias e desvios padrdo de absorbancias
determinadas pelo método XTT no estudo da formacdo de biofilme multiespécies
(Candida albicans, Candida glabrata e Streptococcus mutans). Uma andlise de
variancia de quatro fatores sobre as absorbéncias foi empregada para avaliar a
formacdo de biofilme. O sumario desta analise, dado na Tabela A53 do Apéndice,
sugere, ao nivel de significancia de 1%, efeito significativo dos fatores principais
(p<0,002), da interagdo verniz x superficie (p<0,001) e da interacdo verniz x superficie
x saliva (p=0,009). O teste de Tukey foi empregado para estudar essas indicacdes de
significancia com o resultado resumido na Tabela 4.

Pela Tabela 4, pode ser observado que houve diminuicdo nas médias de
absorbancia para a maioria dos grupos experimentais em comparacdo aos controles
correspondentes, com exce¢do dos grupos M25 lisos com e sem saliva; P25 rugoso e
sem saliva; P30 e P35 rugoso com e sem saliva. O metabolismo celular dos que
receberam os vernizes, para a superficie lisa, ficou entre 65 a 79% em relagdo ao
controle. Para este tipo de superficie, ndo foram encontradas diferencas significativas

entre as medias dos grupos experimentais, exceto para o verniz M25 com saliva.
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Para a superficie rugosa, as médias de absorbancia relativa ao verniz P em
todas as concentracdes e sem a presenca de saliva foram maiores, com o metabolismo
celular na faixa de 94% a 97% em relacdo. Os demais metabolismos ficaram entre 79 a
83% do controle, mais proximas das porcentagens encontradas para a superficie lisa.
Ainda, embora as médias dos grupos com saliva tenham sido, em geral, menores
comparadas com as amostras sem saliva, houve significancia deste efeito somente para
0s grupos P25 e P35.

Na Figura 24 estdo as representacOes graficas das médias amostrais de
absorbancias, juntamente com intervalos de confianca de 99% para as médias
populacionais. Esses dados permitem a visualizacdo dos resultados obtidos, além de

fornecerem a precisdo sobre as medias.
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Tabela 4 — Média (desvio padrdo) de absorbancias pelo método XTT, para o
teste de formacdo do biofilme multiespécies, de acordo com o tipo de superficie (lisa

Ou rugosa), auséncia ou presenca de saliva, tipo de verniz (M ou P). Araraquara 2013.

Superficie Verniz s/saliva VC (%)' clsaliva VC (%)"
Conc. (%)

Lisa Controle 2,36 (0,13) ° 100 2,16 (0,33) °© 91
M 25 1,97 (0,24) 83 1,86 (0,26) " 79

30 1,63(0,22) ® 69 1,40(0,23) *° 59

35 1,70 (0,20) * 72 1,62 (0,24) * 69

P 25 1,89(0,27) *° 80 1,73(0,20) *® 73

30 1,69 (0,31) * 72 1,53(0,23) *® 65

35 1,48(0,22) ® 63 1,57(0,23) 66

Rugosa  Controle 2,28 (0,12) ° 100 1,95 (0,26) ™ 85
M 25 1,80 (0,31) *° 79 1,91(0,18) 83

30 1,58 (0,22) * 69 1,59 (0,18) * 70

35 1,84 (0,25) *° 81 1,55(0,16) * 68

P 25 2,23(0,27) 97 1,73(0,31) *® 76

30 2,03 (0,24) 89 1,87 (0,26) " 82

35 2,16 (0,23) 94 1,78 (0,29) *° 78

"Metabolismo celular em relagdo ao controle. *diferenca significativa entre médias de saliva.
Nota: Médias com letras iguais na coluna ndo séo significativamente diferentes ao nivel de 1%

Figura 24 — Média amostral (coluna) de absorbancias e intervalos de confianca
de 99% para a média populacional (barra vertical), para o teste de formacgdo do

biofilme multiespécies. Araraquara 2013.

W Saliva ausente Saliva presente

s |
o

et o

o

e T e T e

ERER] |

Absorbancia
H
(6]

e A e

[
L1
o

i
%
P
P
P
P
P
P
A
P
P
P
P
P
P
e
P
o
4

Fo e )

0,0
0

Conc.(%)
Verniz



Resultade] 24

Na Tabela 5 sdo dadas as médias e desvios padrdo de logaritmos de ufc/mL
para 0s trés micro-organismos em estudo. Ao nivel de significancia de 1%, as trés
analises de variancia (sumarios nas Tabelas A54 a A56 do Apéndice) nao
evidenciaram qualquer efeito dos fatores em estudo sobre as contagens de ufc/mL.
Somente se encontraram diferengas de médias em relacdo aos controles do micro-
organismo S. mutans. Neste caso, as viabilidades celulares ficaram em torno de 86%,
enquanto para 0s outros micro-organismos foram préximas do controle.

Nas Figuras 25 a 27 estdo os graficos as médias amostrais de logaritmos de
ufc/ml, respectivamente, para os micro-organismos Candida albicans, Candida
glabrata e Streptococcus mutans. Como anteriormente, esses graficos incluem

intervalos de confianca de 99% para as médias populacionais.
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Tabela 5 — Média (desvio padrdo) de logaritmos de ufc/mL, para o teste de
formacdo do biofilme multiespécies, de acordo com o tipo de superficie (lisa ou

rugosa), auséncia (s/s) ou presenca (c/s) de saliva e tipo de verniz (M ou P).

Araraquara 2013.
Verniz  Conc. Microrganismo

(%) C.albicans C. glabrata S. mutans

Superficie lisa
s/s Controle 5,55 (0,46) 5,68 (0,49) 6,59 (0,49)
M 25 5,27(0,41) 557(0,43) 5,67 (0,57)
30 4,88(0,50) 5,53(0,64) 5,74(0,95)
35 5,17(0,62) 5,35(0,35) 5,84(0,49)
P 25 5,36(0,33) 5,54(0,48) 5,61(0,42)
30 5,09 (0,66) 5,40 (0,55) 5,68 (0,26)
35 4,78(0,63) 5,32(0,44) 5,65 (0,48)
c/s Controle 5,26 (0,43) 5,71(0,36) 6,46 (0,55)
M 25 5,18(0,47) 5,41(0,52) 5,90 (0,60)
30 5,14(0,51) 5,47(0,35) 5,57 (0,49)
35 5,16 (0,52) 5,34(0,41) 5,79 (0,49)
P 25 5,24(0,28) 5,38(0,39) 5,43(0,27)
30 4,94(0,49) 5,14(0,39) 5,16 (0,46)
35 5,30(0,42) 556(0,41) 5,48(0,82)
Global® 5,13 (0,50) 5,42 (0,46) 5,63 (0,56)
VC (%)° 95 95 86

Superficie rugosa

s/s Controle 5,61(0,55) 5,75(0,70) 6,70 (0,62)
M 25 5,38(0,35) 5,60(0,27) 5,64 (1,09)
30 5,28(0,36) 5,54(0,73) 6,00 (0,75)
35 5,30(0,61) 5,34(0,32) 5,68 (0,81)
P 25 5,51(0,33) 5,60(0,28) 5,96 (0,71)
30 5,37(0,33) 5,71(0,59) 5,74 (0,26)
35 5,31(0,32) 5,74(0,46) 5,78(0,23)
c/s Controle 5,35(0,32) 5,52 (0,45) 6,61 (0,43)
M 25 5,20(0,36) 5,27(0,64) 5,53(0,42)
30 4,88(0,60) 5,54(0,61) 5,78 (0,55)
35 5,13(0,59) 5,51(0,54) 5,64 (0,38)
P 25 5,31(0,30) 5,47(0,39) 5,61 (0,35)
30 5,38(0,36) 5,58(0,38) 5,68 (0,45)
35 5,29(0,30) 5,50(0,42) 5,59 (0,54)
Global® 5,28 (0,42) 553(0,49) 5,72 (0,60)
VC(%)" 96 98 86°

“Agrupando por tipo de superficie. "Viabilidade celular em relagdo ao controle. ‘Houve
evidéncia de diminuigdo significativa de médias de contagens em relacéo aos controles do S. mutans.
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Figura 25 — Media amostral (coluna) de logaritmo de ufc/mL e intervalos de

confianca de 99% para a média populacional (barra vertical) relativos a Candida

albicans, para o teste de formacdo do biofilme multiespécies. Araraquara 2013.
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Figura 26 — Média amostral (coluna) de logaritmo de ufc/mL e intervalos de

confianca de 99% para a média populacional (barra vertical) relativos a Candida

para o teste de formacédo do biofilme multiespécies. Araraquara 2013.
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Figura 27 — Média amostral (coluna) de logaritmo de ufc/mL e intervalos de
confianga de 99% para a media populacional (barra vertical) relativos ao
Streptococcus mutans, para o teste de formacdo do biofilme multiespécies. Araraquara
2013.
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5.5 Escovacdo do biofilme multiespécies associada aos vernizes

A andlise da efetividade da escovacdo na remocdo do biofilme multiespécies
foi realizada apenas por estatisticas descritivas, uma vez que todos 0s grupos
experimentais apresentaram médias de dez a trinta vezes menores do que as do
biofilme, inviabilizando uma anélise de varidncia ou mesmo o célculo efetivo de
viabilidades celulares confiaveis. A média (desvio padrdo) de absorbéancia (DO
492nm) para 0s grupos submetidos a escovacdo ficaram entre 0,08 (0,05) e 0,11
(0,04). As médias dos logaritmos de ufc/mL para as amostras submetidas a escovagao
foram todas iguais a zero, ndo sendo observado qualquer crescimento dos trés micro-

organismos.

5.5 Recolonizacdo do biofilme multiespécies associada aos vernizes

Da mesma forma que na avaliagdo da efetividade da escovagdo na remocao do
biofilme multiespécies, a avaliacdo da capacidade de recolonizacao do biofilme apos a
escovacdo, tanto para os valores de absorbancia como para os logaritmos de ufc/mL,
foi realizada por estatisticas descritivas. As médias e desvios padrdo de absorbancia

(DO 492nm) obtidos nos grupos experimentais podem ser arredondados para valores
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nulos, enquanto para os grupos controles positivos a média (desvio padrdo) foi de 2,34
(0,22) para a superficie lisa e de 2,33 (0,19) para a superficie rugosa. Portanto, 0s
metabolismos celulares dos grupos experimentais foram praticamente iguais a 0%,
demonstrando que a escovacdo remove de forma definitiva o biofilme aderido nas
superficies tratadas com vernizes mesmo ap6s a suplementagdo com nutrientes por 48
horas.

Por fim, quanto aos valores de ufc/mL, todos os grupos experimentais
apresentaram contagens de micro-organismos iguais a zero, mostrando novamente

eficiéncia dos tratamentos correspondentes na elimina¢do dos mesmos.
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6 Discussao

Vernizes ou selantes sdo tradicionalmente utilizados nas superficies protéticas
e materiais restauradores para o recobrimento das imperfeicGes, gaps, fissuras e
porosidades. A aplicacdo dos selantes promove uma barreira mecénica na reducdo da
absorcdo de &gua e da solubilidade de componentes quimicos, os quais sdo associados
com a degradacdo do material através do aumento da rugosidade superficial e
porosidade. Nesse contexto, com o objetivo de aumentar a longevidade das superficies
protéticas, vernizes, coatings ou sealers podem ser utilizados visando a prote¢do do
material contra os estresses externos envolvidos em fatores mecénicos e quimicos’.
Além disso, o acimulo de residuos alimentares e formacdo de biofilmes microbianos
podem ser reduzidos com o selamento superficial, uma vez que a superficie tende a
ficar mais lisa”. Recentemente, o desenvolvimento de vernizes ou selantes com
potencial antimicrobiano e antiaderente tem atraido grande interesse na comunidade
cientifica®.

Considerando que os vernizes podem ser facilmente aplicados sobre as
superficies das proteses, este estudo avaliou a capacidade de dois vernizes
fotopolimerizéaveis experimentais na prevencao da adesdo de C. albicans, C. glabrata
e S. mutans e formacdo de biofilme multiespécies sobre uma resina para base de
préotese. Além disso, o efeito da escovacdo associada aos vernizes na remocgdo e na
recolonizacdo do biofilme também foi investigado.

A aderéncia de micro-organismos e a subsequente formacdo de biofilmes
patogénicos e oportunistas sobre as superficies protéticas podem resultar no
desenvolvimento de uma infeccdo na mucosa adjacente denominada estomatite
protética. Esta patologia tem sido associada com a presenca da C. albicans e, de fato,
essa espécie tem sido isolada dos individuos com essa inflamagdo ha mais de 20
anos™’. Entretanto, estudos recentes apontam para um aumento no nimero de
infeccBes causadas pelas espécies ndo-albicans (NCAC), especificamente C. glabrata,

C. parapsilosis e C. tropicalis’.

Esse achado é reforcado por estudos
epidemioldgicos nos quais as especies NCAC tem sido associadas a cerca de 60% da
fungemia''®. Em uma revisdo de literatura recente, Silva et al."*" (2011) relataram que
C. glabrata é considerada uma saprofita relativamente ndo patogénica da flora de
individuos saudaveis e ndo estad associada com infecgbes sérias. Entretanto, essa

espécie pode disseminar-se rapidamente ao longo do corpo, e atualmente tem sido
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associada a elevadas taxas de mortalidade. Além disso, C. glabrata tem gerado certa
preocupacdo devido a sua resisténcia a certos agentes antifungicos. Estudos tem
demonstrado que biofilmes mistos de C. albicans e C. glabrata tendem a aumentar a
taxa de sobrevivéncia dos micro-organismos por meio da acdo da atividade sinérgica
entre as espécies™.

Além das espécies do género Candida, outros micro-organismos podem ser
encontrados na superficie das préteses, tais como o S. mutans®. Estudos envolvendo a
formacdo de biofilmes mistos de C. albicans e S. mutans tem demonstrado que a
bactéria pode facilitar a aderéncia das espécies fungicas como C. albicans, devido a
estimulacdo do crescimento muatuo entre esses micro-organismos, além da
possibilidade dos mesmos co-agregarem-se, aumentando o processo de adesdo. Dessa
forma, neste estudo foram utilizados, conjuntamente, 0s micro-organismos C.
albicans, C. glabrata e S. mutans com a finalidade de obter condigdes experimentais
in vitro mais proximas do que ocorre in vivo.

Véarios métodos podem ser utilizados na determinacdo da aderéncia microbiana
sobre as superficies e a comparacdo entre eles € dificil, uma vez que analisam
diferentes aspectos e apresentam limitagBes variadas®. Neste estudo, os métodos
utilizados para a mensuragdo da quantidade de micro-organismos aderidos foram o
XTT e UFC. Tem sido relatado que o ensaio do XTT, o qual € um método
colorimétrico semi-quantitativo baseado na atividade metabélica das células™®, pode

C1% 57 Entretanto, é

ser relacionado com outras técnicas quantitativas como UF
importante salientar que a mensuragdo da atividade metabdlica por meio do ensaio do
XTT pode ser influenciado pelo estado metabolico das células, por exemplo, pode
variar entre as células em seu estado plancténico e em biofilmes. Por outro lado, a
contagem das unidades formadoras de colénia (UFC), embora mais trabalhosa e
demorada, ndo € significantemente afetada pelo estado metabolico das células e
enumera, diretamente, a quantidade celular®” %,

Embora o0 método XTT seja rotineiramente empregado para quantificar, através
25, 57, 61

do metabolismo celular, os biofilmes de Candida ou de células eucarioticas é

possivel sua aplicagdo em outros biofilmes, especialmente os bacterianos, como o de

S. mutans® 1% %

. No ensaio de XTT, séo utilizado varios aditivos que atuam como
carregadores de elétrons, sendo que, para o género Candida, o aditivo padrdo € a
menadiona *%. Esse mesmo aditivo também pode ser utilizado para bactérias e cocos

gram positivos’. Por meio desse teste, a atividade microbiana é mensurada,
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indiretamente, através da avaliagdo da atividade do sistema de transporte de elétrons
(STE). Nesse STE sdo necessarios receptores de elétrons artificiais, isto €, corantes
reddx que competem por elétrons com o oxigénio. O XTT é reduzido pelas enzimas
desidrogenases presentes no STE dos micro-organismos em corante formazano soluvel
em é4gua, e a absorbancia pode ser medida pelo espectrofotdmetro®. Jin et al.>” (2004)
relataram que a maior vantagem do ensaio XTT € que ndo € necessaria a remogdo das
células do substrato, 0 que poderia induzir a perda no numero de células total.
Segundo esses autores, isso é especialmente aplicado na fase de aderéncia do biofilme,
onde o nimero de células é relativamente pequeno. Embora alguns estudos tenham
relatado que o ensaio de XTT pode ser utilizado para a comparagdo de condigdes
envolvendo somente uma espécie fangica®™, outros estudos utilizaram a anélise de
XTT para a mensuracdo da atividade metabélica total de biofilmes mistos®.

Os mecanismos da adesdo de micro-organismos e formagéo do biofilme sobre
as superficies protéticas é similar ao que ocorre nos substratos dentais, como esmalte
ou dentina”. Quando a higienizacao diéria é deficiente, as superficies protéticas ficam
sujeitas a retencdo de restos alimentares e ao acimulo de micro-organismos, 0 que
pode resultar em inflamagdo da mucosa que estd em contato com a protese, gosto e
odor desagradaveis. A formacdo do biofilme depende de uma interacdo complexa de
varidveis, incluindo as caracteristicas superficiais (textura, energia de superficie,
porosidade), tipo do micro-organismo colonizador e propriedades salivares “® 68 ¢ 7>
84,121,129 Nesse aspecto, a protese dentaria é constituida por uma superficie polida e
lisa, que mantém contato com a mucosa jugal e outra ndo polida e rugosa,
correspondente a parte interna em contato com o palato. Alguns autores*® 6% 84 121, 129
tem sugerido que o aumento da rugosidade pode contribuir para a retencdo de micro-

organismos. Lazarin et al.®

(2012) relataram que a rugosidade média (Ra) é o
parametro mais universalmente utilizado para mensurar a rugosidade e é definido
como a orientagdo média do contorno da superficie em torno de uma linha central. Os
autores relataram também que o aumento da retencdo microbiana pode estar
diretamente relacionado com o aumento da rugosidade superficial, uma vez que as
irregularidades da superficie tendem a aumentar a interface microrganismo/material.
Ainda, o tamanho dos micro-organismos foi sugerido como fator contribuinte para a
retengdo microbiana.

Neste estudo, dois tipos de superficie foram avaliadas: lisa e rugosa. Os corpos-

de-prova processados permitiram a obtencédo de valores de rugosidade superficial bem
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distintos, além de simular as duas superficies das préteses totais. A rugosidade média
para os grupos de superficie lisa foi de 0,17 um, enquanto a media dos valores de

rugosidade para as amostras rugosas foi de 3,45 um. Esses valores sao menores dos

104
l.

relatados por Richmond et a (2004) que observaram valores médios de rugosidade

que variaram entre 1,36 a 9,43 um e Zissis et al.**?

(2000) que avaliaram a rugosidade
superficial de resinas acrilicas termopolimerizaveis, fotopolimerizaveis, polimerizadas
por energia de micro-ondas ou autopolimerizaveis (reembasadores rigidos ou
resilientes). Os resultados obtidos por Zissis et al.}** (2000) revelaram que a
rugosidade dos materiais variou entre 0,7 a 7,6 pum, sendo que para a resina acrilica
polimerizada por micro-ondas a rugosidade ficou entre 6,8 a 7,6 pm. De acordo com

Verran, Maryan®?’

(1997), superficies com rugosidade acima de 1,26 um tendem a
promover maior adesao de micro-organismos e, células grandes, tais como as fangicas,
sdo mais facilmente deslocadas de superficies lisas comparadas as bactérias pequenas.
Ainda, Radford et al.'® (1998) relataram que as superficies rugosas apresentaram
maior formacdo de biofilme, devido a maior area de superficie ou, ainda, porque 0s
organismos estdo protegidos dos efeitos de limpeza ou da acédo da saliva. Entretanto,
os resultados obtidos neste estudo revelaram que a utilizacdo de corpos-de-prova com
superficies lisas ou rugosas, em geral, ndo diferiram estatisticamente para todos os
testes de efetividade avaliados (adesdo, biofilme, escovacdo e recolonizacdo). Esses

resultados sdo semelhantes aos encontrados em outros estudos recentes®* 87 137 138

nos
quais a rugosidade ndo promoveu influéncia significativa na aderéncia de C. albicans.
Ainda, Zamperini et al. (2010)**" e Zamperini et al. (2011)**® sugeriram que outros
estudos devem ser realizados utilizando amostras com diferentes superficies, a fim de
cobrir uma vasta gama de valores de rugosidade, com a finalidade de avaliar a
contribuic&o real da rugosidade na adeséo e consequente formagéo de biofilme.

A aplicagdo dos vernizes experimentais resultou, em geral, na auséncia de
diferencas significantes entre superficies lisas e rugosas. Uma possivel explicacdo para
esses achados é que, apds a aplicacdo dos vernizes, as superficies tornem-se mais
regulares, uma vez que a camada de verniz recobre as irregularidades e porosidades
das superficies, deixando as superficies lisas e rugosas com rugosidades proximas
umas das outras. Estudos futuros devem ser considerados para avaliar a rugosidade
superficial antes e depois da aplica¢do dos vernizes.

O ensaio de XTT revelou, para todas as amostras que receberam 0s vernizes

experimentais, lisos ou rugosos, valores de absorbancia menores comparados com o
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controle nos testes de adesdo. Para o teste de formacéo de biofilme, essa afirmacéao é
parcialmente verdadeira e valida para o verniz M, exceto para o verniz M25 com
saliva, liso e rugoso. Ja no verniz P, a formacdo do biofilme foi reduzida para a
superficie lisa, com e sem saliva, e somente para o verniz P30 rugoso e com saliva.
Ainda, a contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC) confirmou a reducgéo
dos micro-organismos dos grupos experimentais para os testes de adeséo e formagao
de biofilme, embora ndo significantemente, exceto para o S. mutans no teste de
formacéo do biofilme, cuja reducédo nos valores de ufc/mL foi significante comparada
ao controle. A anélise de XPS demonstrou que as superficies recobertas pelos vernizes
apresentaram alteracbes na composicdo quimica, confirmando o recobrimento da
superficie da resina acrilica. A porcentagem de carbono e oxigénio, para o verniz P foi,
respectivamente, diminuida e aumentada, além de aparecer um pico de fdésforo. J& para
0 verniz M, houve aumento na porcentagem de carbono, reducdo do oxigénio e
ocorreu um pico de enxofre.

Tem sido relatada que a modificacdo da superficie com vernizes contendo
grupos zwiteriénicos ou hidrofilicos pode prevenir a aderéncia de micro-organismos as

superficies de PMMAM % 2. 54 141

A sulfobetaina, um membro da familia
zwiteridnica frequentemente encontrada na natureza™' e presente no verniz M, tem
recebido grande atencdo na comunidade cientifica por sua representatividade bem
identificada na classe dos materiais poliméricos zwitteridnicos'®®, devido a sua
compatibilidade com o sangue e na reducdo da adsorcdo de proteinas e aderéncia de

43, 6074 Yuan et al.135

micro-organismos (2003) relataram que os polimeros
zwiteribnicos apresentam propriedades especificas como estrutura dipolar forte
(aniénica e catidnica), conferida pelos seus grupos laterais, além de cadeias altamente
rigidas e uma propriedade antipolielotrolitica Unica, isto é, os zwiteriébnicos bloqueiam
0s sinais quimicos de Na+ e K+ que atraem 0s micro-organismos. Devido a essa
natureza peculiar, especialmente, pela caracteristica dipolar, o0s polimeros
zwiteridnicos preservam uma carga total neutra®. A capacidade dos polimeros
zwiteridnicos em reduzir a aderéncia de micro-organismos pode ainda estar
relacionada com a sua habilidade de hidratacdo. As moléculas de agua ligam-se,
fortemente, a parte hidrofobica do polimero atraves de solvatacdo idnica, originando
uma camada de hidratacdo termodinamica. Além disso, as longas cadeias e altas
densidades moleculares destes polimeros também podem estar associadas com a

reducdo da aderéncia microbiana. Dessa forma, a efetividade dos grupos zwiteriénicos
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deve-se tanto & natureza quimica quanto & superficie da camada zwiteriénica®.
Considerando essas caracteristicas dos polimeros zwiteridnicos e dada a natureza
negativamente carregada das células vivas, é possivel atribuir a interacdo eletrostatica
entre o grupo carregado da sulfobetaina com os micro-organismos™. Klotz et al.*
(1985) verificaram que fungos carregados positivamente tiveram sua capacidade de
aderéncia aumentada em comparagcdo com fungos carregados negativamente (in
natura). Dessa forma, os autores constataram a existéncia das interacdes eletrostaticas
repulsivas e sua acdo na reducdo da aderéncia dos micro-organismos. Entretanto, Park
et al.*® (2003) relataram que essa interagdo eletrostatica é secundaria a acéo das forcas
hidrofébicas. Diante disso, pode ser sugerido que a capacidade da sulfobetaina em
criar uma camada de hidratacdo extremamente forte e hidrofilica tende a reduzir ainda
mais a adesdo dos micro-organismos. Diante do exposto, essas explicacGes poderiam
justificar a reducdo da adeséo e formacao do biofilme encontradas para o verniz M.

Para o verniz P, que contém polimeros hidrofilicos, a ligacdo entre as
moléculas de agua e o substrato ocorre através de ligacdes de hidrogénio®, que
proporcionam a formagdo de uma “barreira” de agua em torno do material'*. Além da
superficie de hidratacdo, a prevencdo da adsorcdo de proteinas também pode ocorrer
através do controle das propriedades fisicas da superficie, como a rugosidade, pois a
superficie tende a ficar mais lisa e hidrofilica'*'. Zhao et al.*** (2010) relataram que o
hidroxipropil metacrilato (HPMA) é um monémero neutro rico em radicais hidroxila,
0s quais podem ser funcionalizados via estér, conferindo uma dupla funcionalidade
estrutural. Essa caracteristica tende a aumentar, consideravelmente, seu potencial em
aplicacdes biomédicas, uma vez que a modificacdo superficial tende a impedir a
interacdo fisico-quimica entre as proteinas e as superficies. Dessa forma, € possivel
sugerir que a associacao conjunta entre a formacdo da superficie de hidratacéo e a acdo
dos vernizes sobre as caracteristicas superficiais da resina acrilica, uniformizando a
superficie, poderiam ter induzido a reducdo na adesdo e formacdo do biofilme
multiespécies.

Com base nos aspectos apresentados é possivel afirmar que os resultados
encontrados sdo semelhantes a outros estudos que também relataram uma reducgéo na
adesdo de S. epidermidis, P. aeruginosa, S. aureus e C. albicans por polimeros
zwiterionicos ou hidrofilicos?® % % 74 13! 'Recentemente, Lazarin et al. % * (2012 e
2013) avaliaram a efetividade de quatro vernizes fotopolimerizaveis experimentais (S,

HP, HE e T), com diferentes concentracdes (25, 30 e 35%), na reducdo da
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hidrofobicidade e adesdo de C. albicans sobre uma resina de base de protese (Vipi
Wave). Os resultados demonstraram que dois vernizes (S e HP) promoveram a
redu¢do da aderéncia de Candida albicans sobre a superficie da resina acrilica
polimerizada em micro-ondas. Os autores associaram 0s resultados encontrados a
modificacdo da superficie promovida pelos vernizes, embora ndo tenham sido
observadas diferencas significantes na hidrofobicidade das mesmas.

Tendo em vista que a adesdo de micro-organismos e consequente formacéo do
biofilme as superficies protéticas pode ser influenciada por diversos fatores, dentre 0s

quais a pelicula salivar % 69 123 136, 137, 139

, metade dos corpos-de-prova de todas as
condigBes experimentais realizadas nesse estudo foram submetidos & pré-incubacéo
em saliva por 30 minutos. Os resultados demonstraram que a pelicula salivar nao
promoveu efeito significante para o teste de adesdo dos micro-organismos, tanto para o
ensaio de XTT como para a contagem de col6nias, porém, a saliva promoveu, reducéo
da formacdo do biofilme multiespécies, observada pelo ensaio de XTT, mas ndo para
UFC.

A saliva € uma secrecdo exocrina produzida por diferentes glandulas e consiste

de 4gua, eletrélitos e proteinas™®

. A interacdo adesiva entre as leveduras e bactérias da
cavidade bucal depende, entre outros fatores, da presenca de proteinas salivares
especificas, como mucinas, proteinas ricas em prolina e calcio, que atuam como uma
ponte molecular na mediagdo da adesdo microbiana sobre a superficie de resina’.
Além da acdo das proteinas salivares, a presenca de receptores especificos na pelicula
salivar, como a albumina, e a presenca de agua e nutrientes também podem favorecer a
adesdo dos micro-organismos™. No entanto, a saliva também possui propriedades
antimicrobianas devido a presenca de moléculas de defesa, tais como os anticorpos e
proteinas capazes de bloquear os locais de adesdo presentes nos substratos™’. Além
dos fatores relacionados a prdpria composicdo da saliva é importante considerar,
ainda, a interacdo entre a pelicula salivar e o substrato. Tem sido relatado que a
natureza dos substratos influencia a composicdo da pelicula adquirida, e
consequentemente, a aderéncia inicial®®. Por outro lado, a saliva também pode
promover alteracdo nas caracteristicas superficiais dos substratos, como a rugosidade e
a hidrofobicidade. Contraditoriamente, tem sido relatado também que as propriedades
superficiais do substrato podem ser transferidas através da pelicula salivar, e, entdo,
influenciar a adesdo microbiana™’. Dessa forma, a literatura cientifica ndo é clara

acerca do efeito da saliva na adesdo microbiana e essa divergéncia pode estar
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relacionada com diferencas na coleta de saliva e sua manipulacéo®. Zamperini et al.™’
(2010) avaliaram o efeito de diferentes periodos de pré-condicionamento salivar (30
minutos, 1, 3 ou 12 horas) sobre a adesdo de C. albicans em amostras lisas de uma
resina para base de prétese polimerizada por energia de micro-ondas. Os autores
verificaram que os periodos de pré-condicionamento avaliados ndo promoveram efeito
significante sobre a ades&o de C. albicans. Para os autores, Vvarios sdo os fatores que
podem regular o efeito da saliva sobre a adesdo microbiana, dentre os quais 0s
diferentes periodos de condicionamento e a técnica de processamento da saliva.
Dentro desse contexto, os autores relataram que a saliva esterilizada por filtracdo
utilizada no estudo, embora tenha sido processada para produzir resultados mais
reprodutiveis, pode ter promovido a remocdo de algumas proteinas complexas
envolvidas na adesdo microbiana. Ainda, os autores observaram que, em geral, 0s
estudos que encontraram um aumento na colonizagdo microbiana apds a incubagdo em
saliva utilizaram testes de monitoramento de pH do meio, analises de adenosina
trifosfatada e o ensaio de XTT, enquanto que, quando a quantificacdo € realizada pela
microscopia ou pela contagem das unidades formadoras de colénias, a maioria dos
estudos relata a auséncia de efeito da saliva ou a reducédo da adesdo. 1sso sugere que 0s
resultados controversos também podem estar, ao menos parcialmente, relacionados aos
diferentes testes de adesao utilizados. Com base nesses achados, os autores sugeriram
que o efeito da saliva na adesdo de micro-organismos e desenvolvimento do biofilme
ndo devem ser avaliados por um unico método. Neste estudo, para a quantificacdo
celular através da contagem de colbnias, foi verificado que a saliva ndo promoveu
efeito significante sobre a adesdo e sobre a formacao do biofilme multiespécies. Essa
mesma auséncia de efeito foi verificada para o ensaio de XTT na adesdo dos micro-
organismos, mas ndo para a formacéo do biofilme, onde a pré-incubacdo em saliva, em
geral, promoveu menores valores de absorbancia comparados com as amostras ndo
condicionadas, sendo significante para os grupos P25 e 35% rugosos. Uma possivel
explicacdo para esse achado é que a saliva pode desempenhar diferentes papéis na
adesdo dos micro-organismos ao substrato, especialmente para o género Candida,
dependendo da fase morfoldgica do mesmo, isto é, aumentando a adesdo aos
substratos quando na forma de leveduras ou reduzindo a adesdo das células
germinativas (forma filamentosa - hifas)®®. San Millan et al.*° (2000) avaliaram o
papel de saliva na adesdo de C. albicans ao poliestireno. A auséncia de saliva,

promoveu aumento da adesdo de C. albicans 3153 com a germinacdo. No entanto, a
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presenca de saliva aumentou a adesdo ao poliestireno de C. albicans 3153 nas células
sob a forma de levedura, mas diminuiu a adesdo das células germinadas. A maior
adesdo nas células sob a forma de levedura foi confirmada pela utilizacdo de uma
cepa agerminada.

As técnicas de XTT e UFC utilizadas neste estudo sdo frequentemente

utilizadas para a avaliacdo da adesdo ou formacdo de biofilmes?%°" 8% 116

, sendo que,
em geral, h4 estreita correlacdo entre os métodos® >’. A comparagdo entre 0s dois
métodos para este estudo demonstrou que a mensuracdo de UFC ndo detectou a
reducdo da aderéncia e formacdo do biofilme multiespécies, conforme foi observado
para 0 XTT. Esse achado est4 de acordo com o encontrado por Silva et al.*® (2010).
Os autores avaliaram, in vitro, a atividade metabolica de biofilmes formados por
diferentes isolados clinicos de espécies ndo-albicans (NCAC). A atividade metabdlica
total dos biofilmes da C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata foi determinada pelo
ensaio de reducdo XTT, e o numero de células cultivaveis foi também estabelecida
pela contagem das unidades formadoras de colénias (UFC). Os resultados
demonstraram que a atividade metabolica total do biofilme foi cepa e espécie
dependentes. Ainda, embora a atividade metabolica total, determinada pelo ensaio de
XTT tenha sido reduzida para C. glabrata em relacéo as outras espécies de Candida,
foi observada significativamente maior nimero de celulas por unidade de area. O
mesmo ocorreu para C. parapsilosis e C. tropicalis intra-cepas. Os autores relataram
que a discrepancia observada entre a atividade do biofilme total e o nimero de células
cultivaveis tem implicacdes de suma importancia para os estudos de biofilme, uma vez
que € frequentemente assumido que as medicOes de atividade metabdlica fornecem
uma correlacdo suficiente com quantificacdo indireta dos mesmos. Esta situacdo pode
ser aplicada quando se compara um unico tipo de cepa sob diferentes condicGes
ambientais, mas € problematica quando vérias cepas e espécies sdo comparadas.

Além da avaliacdo dos vernizes experimentais na reducdo da adesdo e
formacdo do biofilme multiespécies, este estudo verificou a efetividade da escovacdo
mecénica na remocdo desse biofilme, bem como a capacidade do biofilme em
recolonizar a superficie acrilica apds a escovacdo. A literatura contém dados
substanciais sobre os métodos de higienizacdo de proteses disponiveis, 0s quais
incluem escovacdo mecénica, imersdo em agentes de limpeza ou a combinagdo de

24, 28, 29, 30, 94

ambos A higienizacdo mecéanica com escova € 0 método mais

rotineiramente utilizado devido a simplicidade de técnica, custo acessivel e efetividade
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na remogdo do biofilme?* 2% 30 3% 92 94 " Entretanto, alguns estudos relatam que a
escovagdo é capaz de reduzir, mas ndo eliminar completamente o biofilme presente
sobre a superficie da protese® ** ®* 14 paraskevas et al.** (2007) verificaram que a
escovacdo removeu pelo menos 50% do biofilme aderido, sugerindo que a acao
mecénica promovida pela escova é o fator primordial no processo de remoc¢do do
biofilme. Embora a higienizagdo com escova e creme dental seja efetiva na remogao
do biofilme aderido, tem sido demonstrado que a acdo abrasiva do dentifricio pode
resultar em desgaste e aumento da rugosidade superficial dos materiais de base de
protese e reembasamento® . O aumento da rugosidade pode favorecer a adesdo
fungica, favorecendo a colonizagdo de microrganismos® *. Dessa forma, a utilizacio
de agentes de limpeza menos abrasivos tem sido recomendada com a finalidade de
eliminar as desvantagens dos dentifricios® . Pellizzaro et al.* (2012) avaliaram o
efeito da escovacdo mecénica, por 90 segundos, com diferentes agentes de limpeza na
reducdo do metabolismo do biofilme de C. albicans in vitro. Os autores concluiram
que a escovacdo com todos os agentes de limpeza (dgua destilada, creme dental,
clorexidina 2%, hipoclorito de sédio 1% e Polident) resultou em reducéo significativa
(mais de 96%) no metabolismo do biofilme (absorbancia) de C. albicans. Além disso,
foi observado que o maior efeito na remogdo do biofilme foi associado ao
procedimento mecénico da escovagdo e que as solugbes podem potencializar este
efeito. Mais recentemente, Panariello® (2013) avaliaram a eficacia da escovacdo, por
10 segundos, com diferentes agentes de limpeza (agua destilada, acido peracético
0,2%, clorexidina 1%, solucdo com dentifricio 1:1, hipoclorito de s6dio 1%, perborato
de so6dio) em reduzir a viabilidade de um biofilme multiespécies (C. albicans, C.
glabrata e S. mutans) em uma resina de base de protese polimerizada por energia de
micro-ondas (Vipi-Wave) ou em uma resina autopolimerizavel para reembasamento
imediato (Tokuyama Rebase). Os métodos de avaliacdo do biofilme foram o XTT e
UFC. Os autores verificaram que a escovacdo com todas os agentes de limpeza
promoveram maior reducdo da viabilidade do biofilme comparado com a imerséo
somente, sendo que a porcentagem de reducéo do biofilme para a escovagao foi acima
de 92%. A imerséo foi considerada tdo eficiente somente para as solugdes de acido
peracético e hipoclorito de sodio 1%, o que demonstrou o efeito da solucdo na acéo
antimicrobiana. Ainda, a escovacdo com agua destilada promoveu a reducdo de cerca
de 96% do biofilme multiespécies, para a resina Vipi Wave, bem como eliminou

completamente as espécies C. albicans e C. glabrata, conforme apontou a anélise das
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unidades formadoras de colbnia. Para o S. mutans, a escovagdo com &agua ndo foi
capaz de eliminar completamente o micro-organismo, provavelmente devido ao fato
da escovacdo por 10 segundos remover o biofilme mais superficial formado por
Candida, mas nédo o biofilme formado por S. mutans, o qual é primeiramente aderido
ao substrato e que tende a ocupar as camadas mais basais do biofilme.

Os resultados encontrados neste estudo demonstraram que a escovagao com
agua e sabao de coco por 30 segundos (ou 30 ciclos de escovagdo) promoveu remogao
quase completa do biofilme multiespécies, atingindo valores de porcentagem de
reducdo em torno de 96% para o ensaio de XTT, concordando com 0s achados
Pellizzaro et al.** (2012) e Panariello® (2013). Ainda, ndo foi encontrada diferenca
entre 0s grupos experimentais, demonstrando que a acdo da escovacao foi superior a
possivel acdo dos vernizes experimentais. Pode-se sugerir que a remocao do biofilme
multiespécies estaria relacionada & acdo mecénica exercida pelo contato direto entre
as cerdas da escova com o biofilme acumulado, bem como as forgas de cisalhamento
hidrodinamicas da solucdo de agua e sabdo durante a escovacdo, promovendo sua
ruptura mecanica®. Dessa forma, o biofilme pode ser mecanicamente desestruturado
da superficie de resina acrilica. Ainda, a analise das unidades formadoras de col6nias
revelou auséncia de crescimento para todos os micro-organismos. Este resultado difere
do encontrado por Panariello® (2013), que observou que o S. mutans ndo foi
completamente eliminado da superficie acrilica ap0s a escovacdo. Entretanto, vale
ressaltar que o tempo de escovacdo utilizado neste estudo (30 segundos ou 30 ciclos de
escovacdo) foi maior que o tempo empregado por aquele autor (10 segundos ou 10
ciclos de escovacdo). E possivel afirmar que periodos maiores de escovagio sejam
capazes de remover mais efetivamente as camadas mais profundas do biofilme, as
quais sdo habitadas pelo S. mutans. A comparacdo entre as analises por XTT e UFC
demonstraram que o XTT apresentou valores de viabilidade celular maiores que a
UFC, onde nenhum micro-organismo foi encontrado. Essa diferenga nos achados entre
os métodos pode ser explicada devido ao fato que no procedimento de XTT a reagdo
ocorre com o biofilme aderido a superficie do substrato, tendendo a atingir toda a
camada do biofilme. J& para a determinacdo das unidades formadoras de col6nias, é
necessario remover o biofilme do substrato e realizar diluicdes seriadas, o que pode
resultar em diferencas experimentais, uma vez que ndo e possivel afirmar que todas as
células foram removidas do substrato®’. Ainda, Gobor et al.*® (2011) relataram que o

rompimento do biofilme causado pelas diluicbes seriadas e contagem de unidades
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formadoras de coldnias subsequente ndo é considerado confidvel, ja que ndo é possivel
confirmar que cada col6nia é originada de uma Unica célula.

Com o objetivo de verificar se os resultados obtidos para a escovacdo associada
aos vernizes nos permitiriam afirmar que esse procedimento é capaz de eliminar
completamente o biofilme multiespécies, foi verificada a capacidade do biofilme em
recolonizar a superficie acrilica apds a escovacdo mecénica. Os resultados obtidos
comprovaram nossas suspeitas, isto é, apds a escovacao e posterior fornecimento de
nutrientes por 48 horas, tanto a andlise por XTT quanto a contagem das unidades
formadoras de colbnias foram zeradas, o que traduz a auséncia completa de micro-
organismos. Dessa forma, é possivel afirmar que a escovacdo com agua e sabdo por 30
segundos (ou 30 ciclos de escovacdo) € capaz de remover completamente o biofilme
multiespécies de C. albicans, C. glabrata e S. mutans. Entretanto, estudos
complementares devem ser realizados com o objetivo de verificar a efetividade da
escovagdo sobre outros modelos de biofilmes in vitro e ainda sobre as situagdes in
Vivo.

De maneira geral, todas as proposicGes deste estudo foram efetivas. Contudo
estudos futuros sdo necessarios no sentido de avaliar a rugosidade dos corpos-de-prova
apo6s a aplicacdo dos vernizes, suas possiveis interagdes proteicas com 0s micro-
organismos, bem como a avaliacdo da estrutura do biofilme multiespécies por
microscopia confocal a laser. Adicionalmente, a avaliacdo da permanéncia dos
vernizes ap0s escovacdo seriada, sua citotoxicidade e genotoxicidade sdo algumas

avaliacOes sugeridas para viabilizar sua aplicacdo clinica.
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7 Conclusao

Dentro das limitagdes deste estudo podemos concluir que:

1 Os vernizes fotopolimerizaveis experimentais promoveram reducdo discreta da

adesdo dos micro-organismos C. albicans, C. glabrata e S. mutans, para as amostras

lisas e rugosas, independentemente da presenca de saliva;

2 A formacdo do biofilme multiespécies foi discretamente reduzida pelos
vernizes fotopolimerizaveis experimentais, sendo que a saliva tende a reduzir ainda
mais essa formacao;

3 O verniz M, nas maiores concentragdes, obteve melhores resultados na reducao
da adesdo e formacao do biofilme multiespécies;

4 O tipo de superficie, lisa ou rugosa, em geral, ndo promoveu alteracGes na
adesdo e formacéo do biofilme multiespécies;

5 A escovacdo promoveu reducdo significante no metabolismo do biofilme
multiespécies (mais de 95%), para todos 0s grupos experimentais, tendo sido

comprovada pelo teste de recolonizagéo
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Apéndice

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Por esse instrumento particular declaro, para os fing ¢licos ¢ legais, que eu,

CRUOIIIBY v i o ot vy i et e AL A Ly e ey o e ’
(nacionalidade) . portador do RG n. .
s o O S TREIOANHIE B e i me
. na cidade de . Estado de

. unos, Aluno (4° ano da graduagio ou Pos-graduagio) da Faculdade de

Odontologia de Araraquara — UNESP, concordo voluntariamente em  participar da
pesquisa intitulada “Efetividade de vernizes fotopolimeriziveis experimentais ¢ da
escovagio na redugiio din adesio de biofilme multi espécies em uma resina para base
de praotese”, sob responsabilidade da Profa. Dra, Eunice Teresinha Giampaolo e de sua
ortentada o cirurgid-dentists ¢ aluna de doutorado do programa de Pos-Graduagio em
Reabilitagiio Oral, Fernanda Emiko lzumida, que executard a pesquisa. Declaro que tomei
ciéncia ¢ que ful esclarecido de maneira a nio restarem quaisquer davidas sobre a minha

participagiio no estudo, de acordo com os termos abaixo relacionados:

I = Fui devidamente esclarecido que a referida pesquisa tem por objetivo de testar
diferentes vernizes experimentais de superficie ¢ da escovagio mecinica na redugio da
adesiio de biofilme multi espécies em uma resing termopolimerizavel para base de protese,
Fui também esclarecido que participarei voluntariamente dessa pesquisa restringindo-me i
doagio de saliva nido estimulada, que serd coletadn em frascos estéreis, descartivels e
individuais. Estou ciente, portanto, que nido haverd riscos ou beneficios relacionados a
minha satde. Eu fui informado pelos pesquisadores que o coleta de saliva (20 mL) serd
realizada no periodo da manhd apos o desjejum e realizagio da higiene oral. Caso eu
esteja com infecgio orofaringea (dor de garganta), gripe ou algum tipo de doenga infectos
contagiosa serei dispensado  da pesquisa, Eu fui informado que deverei dizer ao
pesquisador no ato da coleta se estou utihizando algum medicamento que possa alterar as

propriedades da minha saliva (antibiotico, antidepressivo, antiinflamatorio, ete...).
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2 — Fui esclarecido que durante qualquer procedimento da pesquisa seriio seguidos todos os principios
de biosseguranga durante os exames, ou seja, o operador estard protegido por meio da utilizagio de
luvas descartiveis, mascara, gorro ¢ oculos, ¢ todo o instrumental clinico serd esterihizado.

3 — Estou ciente que seret esclarecido durante todo o decorrer da pesquisa sobre quaisquer davidas
relacionadas & metodologia ¢ que possuo plena liberdade para desistir da referida pesquisa, retirando
meu consentimento a qualquer momento, sem sofrer nenhuma penalizagio ou prejuizo a minha pessoa
em relagio so atendimento e/ou tratamentos futuros de que eu possa precisar junto a equipe da
Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP.

4 — Autorizo, para os devidos fins, o uso, a divulgagio ¢ publicagio em revistas cientificas brasileiras ou
estrungeiras: dos dados obtidos com a pesquisa. Recebi a garantia do sigilo de minha identidade,
assegurando a minha privacidade.

5 — Caso haja qualquer intercorréncia odontologica durante minha participagio na pesquisa, terei plena
liberdade de contactar o pesquisador responsiavel, Profa. Dra. Eunice Teresinha Giampaolo, ou sua
ortentada a cirurgia-dentista Fernanda Emiko Tzumida pelo telefone (16) 3301-6410.

6 — Além disso, estou ciente que possuo plena liberdade de consultar 0 Comité de Ftica em Pesquisa,
para qualquer informagio adicional em relagio a pesquisa da qual participo, pelo telefone (16)
33016432 ou 3301-6434.

Dessa forma, uma vez tendo lido ¢ entendido tais esclarecimentos, dato e assino esse termo de

consentimento, por estar de pleno acordo com o teor do mesmo.

Araraquara, ... R R R e . de 200...

Voluntirio

Profa. Dra. Eunice Teresinha Giampaolo Fernanda Emiko lzumida

Pesquisador responsivel Orientada
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Tabela A1 — Composicdo (em milimol) dos vernizes experimentais. Araraquara, 2013.

Vernizes Componentes
4-metil
o Metilmetacrilato . HPMA  Sulfobetaina
(Codigos) TEGDMA  Bis- GMA  benzofenona
(MMA) (P) )
(MPB)
P25 61,0 5,0 6,0 3,0 25,0
P30 56,0 5,0 6,0 3,0 30,0
P35 51,0 5,0 6,0 3,0 35,0
M25 61,0 5,0 6,0 3,0 25,0
M30 56,0 5,0 6,0 3,0 30,0
M35 51,0 5,0 6,0 3,0 35,0

Tabela A2 — Médias de regosidade superficial (Ra - um) referentes aos corpos-

de-prova lisos do grupo controle. Araraquara 2013.

Grupo Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovagdo Recolonizacio
CL Lisa Ausente 0,10 0,20 0,17 0,20
CL Lisa Ausente 0,12 0,17 0,22 0,20
CL Lisa Ausente 0,13 0,12 0,21 0,14
CL Lisa Ausente 0,14 0,18 0,17 0,30
CL Lisa Ausente 0,05 0,20 0,19 0,27
CL Lisa Ausente 0,16 0,13 0,09 0,11
CL Lisa Ausente 0,13 0,09 0,21 0,28
CL Lisa Ausente 0,10 0,23 0,16 0,10
CL Lisa Ausente 0,10 0,26 0,23 0,19
CLS Lisa Presente 0,16 0,16 0,20 0,10
CLS Lisa Presente 0,15 0,15 0,25 0,13
CLS Lisa Presente 0,15 0,17 0,24 0,13
CLS Lisa Presente 0,18 0,17 0,10 0,06
CLS Lisa Presente 0,24 0,13 0,21 0,16
CLS Lisa Presente 0,14 0,26 0,17 0,11
CLS Lisa Presente 0,16 0,16 0,15 0,17
CLS Lisa Presente 0,20 0,23 0,11 0,09
CLS Lisa Presente 0,20 0,16 0,20 0,05
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Tabela A3 — Médias de regosidade superficial (Ra - um) referentes aos corpos-

de-prova lisos do grupo M25. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovacdo Recolonizagio
M25L  Lisa Ausente 0,20 0,15 0,20 0,20
M25L  Lisa Ausente 0,20 0,27 0,17 0,17
M25L  Lisa Ausente 0,24 0,16 0,12 0,12
M25L  Lisa Ausente 0,11 0,15 0,18 0,18
M25L  Lisa Ausente 0,25 0,12 0,20 0,20
M25L  Lisa Ausente 0,06 0,17 0,13 0,13
M25L  Lisa Ausente 0,22 0,16 0,09 0,09
M25L  Lisa Ausente 0,17 0,15 0,23 0,23
M25L  Lisa Ausente 0,22 0,13 0,26 0,26
M25LS Lisa Presente 0,13 0,25 0,16 0,14
M25LS Lisa Presente 0,15 0,18 0,15 0,20
M25LS Lisa Presente 0,26 0,27 0,17 0,16
M25LS Lisa Presente 0,25 0,13 0,17 0,17
M25LS Lisa Presente 0,16 0,08 0,13 0,16
M25LS Lisa Presente 0,27 0,13 0,26 0,09
M25LS Lisa Presente 0,20 0,15 0,16 0,08
M25LS Lisa Presente 0,24 0,21 0,23 0,13
M25LS Lisa Presente 0,17 0,14 0,16 0,22

Tabela A4 — Médias de regosidade superficial (Ra - um) referentes aos corpos-

de-prova lisos do grupo M30. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovacdo Recolonizacio
M30L  Lisa Ausente 0,26 0,17 0,10 0,07
M30L  Lisa Ausente 0,17 0,07 0,13 0,20
M30L  Lisa Ausente 0,12 0,11 0,13 0,14
M30L  Lisa Ausente 0,26 0,14 0,06 0,30
M30L  Lisa Ausente 0,14 0,13 0,16 0,27
M30L  Lisa Ausente 0,25 0,19 0,11 0,11
M30L  Lisa Ausente 0,28 0,07 0,17 0,28
M30L  Lisa Ausente 0,17 0,22 0,09 0,10
M30L  Lisa Ausente 0,24 0,14 0,05 0,28
M30LS Lisa Presente 0,28 0,10 0,14 0,17
M30LS Lisa Presente 0,25 0,27 0,20 0,27
M30LS Lisa Presente 0,19 0,16 0,16 0,16
M30LS Lisa Presente 0,29 0,23 0,17 0,16
M30LS Lisa Presente 0,15 0,15 0,16 0,12
M30LS Lisa Presente 0,34 0,12 0,09 0,23
M30LS Lisa Presente 0,16 0,13 0,08 0,17
M30LS Lisa Presente 0,08 0,15 0,13 0,14
M30LS Lisa Presente 0,25 0,26 0,22 0,14
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Tabela A5 — Médias de regosidade superficial (Ra - um) referentes aos corpos-

de-prova lisos do grupo M35. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovacdo Recolonizagio
M35L  Lisa Ausente 0,12 0,16 0,16 0,14
M35L  Lisa Ausente 0,17 0,23 0,27 0,15
M35L  Lisa Ausente 0,14 0,15 0,17 0,26
M35L  Lisa Ausente 0,11 0,14 0,16 0,28
M35L  Lisa Ausente 0,11 0,19 0,12 0,17
M35L  Lisa Ausente 0,24 0,11 0,22 0,28
M35L  Lisa Ausente 0,28 0,13 0,18 0,19
M35L  Lisa Ausente 0,14 0,15 0,12 0,25
M35L  Lisa Ausente 0,31 0,25 0,16 0,17
M35LS Lisa Presente 0,10 0,17 0,16 0,16
M35LS Lisa Presente 0,14 0,10 0,11 0,15
M35LS Lisa Presente 0,13 0,12 0,11 0,15
M35LS Lisa Presente 0,24 0,08 0,15 0,18
M35LS Lisa Presente 0,14 0,17 0,14 0,24
M35LS Lisa Presente 0,13 0,10 0,18 0,14
M35LS Lisa Presente 0,30 0,25 0,08 0,16
M35LS Lisa Presente 0,17 0,27 0,23 0,25
M35LS Lisa Presente 0,05 0,24 0,16 0,22

Tabela A6 — Médias de regosidade superficial (Ra - um) referentes aos corpos-

de-prova lisos do grupo P25. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovacdo Recolonizacio
P25L  Lisa Ausente 0,07 0,23 0,16 0,15
P25L  Lisa Ausente 0,10 0,26 0,10 0,24
P25L  Lisa Ausente 0,09 0,14 0,22 0,16
P25L  Lisa Ausente 0,09 0,18 0,22 0,13
P25L  Lisa Ausente 0,22 0,23 0,23 0,20
P25L  Lisa Ausente 0,17 0,11 0,22 0,12
P25L  Lisa Ausente 0,13 0,14 0,19 0,12
P25L  Lisa Ausente 0,15 0,20 0,15 0,15
P25L  Lisa Ausente 0,26 0,22 0,04 0,26
P25LS Lisa Presente 0,14 0,17 0,29 0,21
P25LS Lisa Presente 0,19 0,15 0,19 0,26
P25LS Lisa Presente 0,16 0,17 0,23 0,25
P25LS Lisa Presente 0,17 0,14 0,19 0,15
P25LS Lisa Presente 0,14 0,24 0,16 0,25
P25LS Lisa Presente 0,09 0,14 0,13 0,10
P25LS Lisa Presente 0,10 0,17 0,26 0,22
P25LS Lisa Presente 0,11 0,12 0,10 0,18
P25LS Lisa Presente 0,20 0,20 0,25 0,25
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Tabela A7 — Médias de regosidade superficial (Ra - um) referentes aos corpos-

de-prova lisos do grupo P30. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovacdo Recolonizagio
P30L  Lisa Ausente 0,15 0,17 0,07 0,16
P30L  Lisa Ausente 0,24 0,18 0,20 0,11
P30L  Lisa Ausente 0,09 0,24 0,14 0,12
P30L  Lisa Ausente 0,11 0,13 0,30 0,16
P30L  Lisa Ausente 0,17 0,20 0,27 0,13
P30L  Lisa Ausente 0,15 0,22 0,11 0,18
P30L  Lisa Ausente 0,13 0,13 0,28 0,06
P30L  Lisa Ausente 0,10 0,23 0,10 0,22
P30L  Lisa Ausente 0,22 0,24 0,18 0,15
P30LS Lisa Presente 0,19 0,20 0,10 0,11
P30LS Lisa Presente 0,24 0,20 0,13 0,17
P30LS Lisa Presente 0,22 0,13 0,13 0,14
P30LS Lisa Presente 0,11 0,10 0,06 0,12
P30LS Lisa Presente 0,22 0,22 0,16 0,19
P30LS Lisa Presente 0,16 0,17 0,11 0,24
P30LS Lisa Presente 0,14 0,15 0,17 0,28
P30LS Lisa Presente 0,11 0,22 0,09 0,15
P30LS Lisa Presente 0,20 0,28 0,05 0,26

Tabela A8 — Médias de regosidade superficial (Ra - um) referentes aos corpos-

de-prova lisos do grupo P35. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovacdo Recolonizacio
P35L  Lisa Ausente 0,15 0,25 0,14 0,20
P35L  Lisa Ausente 0,09 0,27 0,15 0,25
P35L  Lisa Ausente 0,20 0,22 0,26 0,24
P35L  Lisa Ausente 0,22 0,21 0,28 0,10
P35L  Lisa Ausente 0,24 0,14 0,17 0,21
P35L  Lisa Ausente 0,21 0,21 0,28 0,17
P35L  Lisa Ausente 0,18 0,24 0,19 0,15
P35L  Lisa Ausente 0,14 0,09 0,25 0,11
P35L  Lisa Ausente 0,06 0,06 0,17 0,20
P35LS Lisa Presente 0,07 0,08 0,16 0,20
P35LS Lisa Presente 0,18 0,19 0,15 0,20
P35LS Lisa Presente 0,14 0,14 0,16 0,13
P35LS Lisa Presente 0,16 0,19 0,13 0,10
P35LS Lisa Presente 0,18 0,27 0,25 0,22
P35LS Lisa Presente 0,11 0,14 0,15 0,17
P35LS Lisa Presente 0,28 0,28 0,18 0,15
P35LS Lisa Presente 0,17 0,06 0,13 0,22
P35LS Lisa Presente 0,23 0,17 0,21 0,28




Upéndice] 66

Tabela A9 — Médias de regosidade superficial (Ra - um) referentes aos corpos-

de-prova rugosos do grupo controle. Araraquara 2013.

Grupo Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovagdo Recolonizagio
CR Rugosa Ausente 3,76 3,63 3,50 3,27
CR Rugosa Ausente 3,12 3,63 3,27 3,06
CR Rugosa Ausente 3,16 3,21 3,42 3,64
CR Rugosa Ausente 3,25 3,59 3,57 3,39
CR Rugosa Ausente 3,36 3,94 4,21 3,21
CR Rugosa Ausente 3,79 3,73 3,54 3,76
CR Rugosa Ausente 3,46 3,10 3,17 3,43
CR Rugosa Ausente 3,38 3,34 2,86 2,98
CR Rugosa Ausente 3,43 3,44 3,48 2,98
CRS Rugosa Presente 3,84 3,78 3,64 3,17
CRS Rugosa Presente 3,45 3,40 3,34 2,81
CRS Rugosa Presente 3,65 3,63 4,36 3,26
CRS Rugosa Presente 3,65 3,65 3,22 3,03
CRS Rugosa Presente 3,52 3,49 3,78 4,09
CRS Rugosa Presente 3,72 3,72 3,39 3,60
CRS Rugosa Presente 3,37 3,36 3,38 3,13
CRS Rugosa Presente 4,04 3,93 3,33 3,50
CRS Rugosa Presente 3,25 3,21 3,33 3,10

Tabela A10 — Médias de regosidade superficial (Ra - um) referentes aos

corpos-de-prova rugosos do grupo M25. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovacdo Recolonizacio
M25R  Rugosa Ausente 3,15 3,56 4,07 3,63
M25R  Rugosa Ausente 2,79 3,41 4,04 3,63
M25R  Rugosa Ausente 3,28 3,75 3,49 3,21
M25R  Rugosa Ausente 3,03 3,88 4,43 3,59
M25R  Rugosa Ausente 3,88 4,27 3,48 3,94
M25R  Rugosa Ausente 3,59 3,69 3,85 3,73
M25R  Rugosa Ausente 3,11 3,41 3,68 3,10
M25R  Rugosa Ausente 3,50 3,48 4,12 3,34
M25R  Rugosa Ausente 3,10 3,08 2,95 3,44
M25RS Rugosa Presente 3,31 3,91 3,06 3,76
M25RS Rugosa Presente 3,53 3,25 4,20 3,12
M25RS Rugosa Presente 3,88 3,20 3,26 3,16
M25RS Rugosa Presente 3,80 3,75 3,67 3,25
M25RS Rugosa Presente 3,05 3,32 3,50 3,36
M25RS Rugosa Presente 3,25 3,48 3,92 3,79
M25RS Rugosa Presente 3,72 3,73 3,73 3,47
M25RS Rugosa Presente 3,53 3,53 4,04 3,34
M25RS Rugosa Presente 2,98 2,98 3,85 3,44
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Tabela A1l — Médias de regosidade superficial (Ra - um) referentes aos

corpos-de-prova rugosos do grupo M30. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovagdo Recolonizagio
M30R  Rugosa Ausente 3,26 4,04 3,27 2,94
M30R  Rugosa Ausente 3,05 4,04 3,06 3,40
M30R  Rugosa Ausente 3,65 3,50 3,64 2,95
M30R  Rugosa Ausente 3,39 4,45 3,39 3,22
M30R  Rugosa Ausente 3,21 3,49 3,21 3,63
M30R  Rugosa Ausente 3,75 3,84 3,76 3,24
M30R  Rugosa Ausente 3,44 3,70 3,43 3,57
M30R  Rugosa Ausente 2,97 4,15 2,98 3,37
M30R  Rugosa Ausente 2,99 2,98 2,98 3,34
M30RS Rugosa Presente 2,94 3,06 2,97 3,53
M30RS Rugosa Presente 3,38 4,20 341 3,79
M30RS Rugosa Presente 2,91 3,27 2,94 4,17
M30RS Rugosa Presente 3,23 3,64 3,18 4,10
M30RS Rugosa Presente 3,63 3,50 3,62 4,11
M30RS Rugosa Presente 3,23 3,92 3,24 3,05
M30RS Rugosa Presente 3,55 3,74 3,58 3,56
M30RS Rugosa Presente 3,37 4,04 3,31 3,63
M30RS Rugosa Presente 3,34 3,84 3,32 3,94

Tabela A12 — Médias de regosidade superficial (Ra - um) referentes aos

corpos-de-prova rugosos do grupo M35. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovacdo Recolonizacio
M35R  Rugosa Ausente 3,00 3,29 3,00 3,33
M35R  Rugosa Ausente 3,18 3,79 3,18 3,51
M35R  Rugosa Ausente 3,45 4,09 3,46 3,55
M35R  Rugosa Ausente 3,71 4,10 3,72 3,87
M35R  Rugosa Ausente 3,83 4,10 3,84 3,37
M35R  Rugosa Ausente 3,08 3,05 3,07 3,56
M35R  Rugosa Ausente 3,26 3,56 3,26 3,48
M35R  Rugosa Ausente 3,54 3,62 3,54 4,28
M35R  Rugosa Ausente 3,05 3,93 3,05 4,14
M35RS Rugosa Presente 3,16 3,48 3,14 3,64
M35RS Rugosa Presente 3,43 3,30 3,41 3,34
M35RS Rugosa Presente 3,17 3,55 3,14 4,36
M35RS Rugosa Presente 3,64 3,73 3,66 3,22
M35RS Rugosa Presente 3,10 3,63 3,06 3,78
M35RS Rugosa Presente 3,12 3,17 3,09 3,39
M35RS Rugosa Presente 3,55 3,51 3,48 3,38
M35RS Rugosa Presente 3,06 3,47 3,06 3,33
M35RS Rugosa Presente 3,20 3,70 3,16 3,33
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Tabela A13 — Médias de regosidade superficial (Ra - um) referentes aos

corpos-de-prova rugosos do grupo P25. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovacdo Recolonizacgdo
P25R  Rugosa Ausente 3,64 3,69 3,48 3,50
P25R  Rugosa Ausente 3,34 3,27 3,30 3,27
P25R  Rugosa Ausente 3,88 4,13 3,56 3,42
P25R  Rugosa Ausente 3,22 3,63 3,73 3,57
P25R  Rugosa Ausente 3,78 3,59 3,66 4,21
P25R  Rugosa Ausente 3,39 3,39 3,15 3,54
P25R  Rugosa Ausente 3,38 3,27 3,53 3,17
P25R  Rugosa Ausente 3,33 3,67 3,50 2,86
P25R  Rugosa Ausente 3,33 3,44 3,70 3,48
P25RS Rugosa Presente 2,96 3,54 3,69 2,84
P25RS Rugosa Presente 3,11 3,41 3,27 2,65
P25RS Rugosa Presente 3,20 3,48 4,13 3,06
P25RS Rugosa Presente 3,14 3,31 3,63 3,35
P25RS Rugosa Presente 3,66 3,50 3,59 3,76
P25RS Rugosa Presente 3,39 3,38 3,39 3,07
P25RS Rugosa Presente 3,65 3,76 3,27 3,78
P25RS Rugosa Presente 3,97 3,98 3,67 3,32
P25RS Rugosa Presente 3,51 4,28 3,44 3,03

Tabela A14 — Médias de regosidade superficial (Ra - um) referentes aos

corpos-de-prova rugosos do grupo P30. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovacdo Recolonizacgdo
P30R  Rugosa Ausente 3,00 3,32 3,54 3,91
P30R  Rugosa Ausente 3,22 3,49 3,41 3,25
P30R  Rugosa Ausente 3,75 3,53 3,48 3,20
P30R  Rugosa Ausente 4,00 3,85 3,31 3,75
P30R  Rugosa Ausente 3,18 3,38 3,50 3,32
P30R  Rugosa Ausente 3,42 3,55 3,38 3,48
P30R  Rugosa Ausente 3,18 3,49 3,76 3,73
P30R  Rugosa Ausente 3,41 4,20 3,98 3,53
P30R  Rugosa Ausente 3,82 4,15 4,28 2,98
P30RS Rugosa Presente 3,06 3,17 3,26 3,50
P30RS Rugosa Presente 3,24 3,55 3,47 3,27
P30RS Rugosa Presente 3,38 3,56 3,46 3,42
P30RS Rugosa Presente 3,34 3,51 2,95 3,57
P30RS Rugosa Presente 3,32 3,44 4,18 4,21
P30RS Rugosa Presente 3,31 3,27 3,48 3,54
P30RS Rugosa Presente 3,28 3,55 3,07 3,17
P30RS Rugosa Presente 2,82 2,81 2,77 2,86
P30RS Rugosa Presente 3,26 3,26 3,46 3,48
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Tabela A15 — Médias de regosidade superficial (Ra - um) referentes aos

corpos-de-prova rugosos do grupo P35. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovacdo Recolonizacgdo
P35R  Rugosa Ausente 3,09 2,83 3,09 4,04
P35R  Rugosa Ausente 2,78 2,64 2,78 4,04
P35R  Rugosa Ausente 3,12 3,02 3,12 3,50
P35R  Rugosa Ausente 3,41 3,37 3,28 4,45
P35R  Rugosa Ausente 3,60 3,78 3,60 3,49
P35R  Rugosa Ausente 3,21 3,10 3,16 3,84
P35R  Rugosa Ausente 3,57 3,76 3,56 3,70
P35R  Rugosa Ausente 3,32 3,34 3,32 4,15
P35R  Rugosa Ausente 3,04 3,01 3,03 2,98
P35RS Rugosa Presente 3,49 3,26 3,06 3,16
P35RS Rugosa Presente 3,27 3,47 3,23 3,43
P35RS Rugosa Presente 3,42 3,46 3,36 3,16
P35RS Rugosa Presente 3,57 2,95 3,35 3,64
P35RS Rugosa Presente 3,38 4,18 3,32 3,10
P35RS Rugosa Presente 3,54 3,48 3,30 3,13
P35RS Rugosa Presente 3,17 3,07 3,28 3,56
P35RS Rugosa Presente 2,87 2,77 2,81 3,07
P35RS Rugosa Presente 3,48 3,46 3,26 3,20
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Tabela A16 — Médias (M) e desvios padrées (DP) de rugosidade, em Ra - um,
de acordo com o tipo de superficie (lisa ou rugosa), auséncia ou presenca de saliva,
tipo de verniz (M ou P). Araraquara 2013.

Adesdo Biofilme Escovacao Recolonizacgdo
Verniz
.. sem com sem com sem com sem com
Superficie  Conc.  o; l l l l liva saliva saliva
%) saliva saliva saliva saliva saliva sa
Lisa Controle 0,17 0,18 0,11 0,17 0,18 0,18 0,20 0,11
(0,06) (0,04) (0,03) (0,03) (0,04) (0,05) (0,07) (0,04)
M 25 0,16 0,17 0,19 0,20 0,17 0,18 0,17 0,15
(0,04) (0,06) (0,06) (0,05) (0,06) (0,04) (0,06) (0,05)
30 0,14 0,17 0,21 0,22 0,11 0,15 0,19 0,17
(0,05) (0,06) (0,06) (0,08) (0,04) (0,05) (0,09) (0,05)
35 0,16 0,17 0,18 0,15 0,17 0,14 0,21 0,18
(0,05) (0,07) (0,08) (0,07) (0,05) (0,04) (0,06) (0,04)
P 25 0,19 0,17 0,14 0,14 0,17 0,20 0,17 0,20
(0,05) (0,04) (0,07) (0,04) (0,06) (0,06) (0,05 (0,05)
30 0,19 0,18 0,15 0,17 0,18 0,11 0,14 0,18
(0,04) (0,05) (0,05) (0,05) (0,08) (0,04) (0,05 (0,06)
35 0,19 0,17 0,16 0,17 0,21 0,17 0,18 0,18

(0,08) (0,07) (0,06) (0,06) (0,06) (0,04) (0,05) (0,05)

351 357 341 361 345 353 330 3,30
027) (0,23) (0,24) (0,24) (0,36) (0,36) (0,28) (0,38)
361 346 327 345 379 369 351 341

Rugosa Controle

M 25 034) (030) (033) (0.32) (044) (037) (0.27) (0.24)
o 380 369 330 329 330 320 320 376
(044) (037) (028) (0.24) (028) (0,24) (0.24) (0,36)

5 372 350 334 327 334 324 368 353
(038) (018) (030) (021) (031) (0.22) (0.34) (0,36)

o o5 356 362 348 340 351 356 345 320
027) (032) (023) (033) (019) (0.27) (0.36) (0,38)

5 366 335 344 322 362 331 346 345
(033) (025 (034) (0.18) (032) (0.41) (0.30) (0,36)

;s 321 33% 324 33 322 32 380 327

(0,39) (0,41) (0,26) (0,22) (0,26) (0,18) (0,44) (0,21)
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Tabela A17 — Médias de atividade metabdlica (absorbancia) referentes aos

corpos-de-prova lisos do grupo controle. Araraquara 2013.

Grupo Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovacdo Recolonizagdo
CL Lisa Ausente 2,313 1,605 0,165 0,006
CL Lisa Ausente 2,390 1,838 0,066 0,013
CL Lisa Ausente 2,405 1,584 0,098 0,002
CL Lisa Ausente 2,633 2,019 0,110 0,017
CL Lisa Ausente 2,426 1,746 0,157 0,007
CL Lisa Ausente 2,259 2,183 0,129 0,005
CL Lisa Ausente 2,175 1,698 0,081 0,003
CL Lisa Ausente 2,266 1,647 0,043 0,002
CL Lisa Ausente 2,359 1,673 0,149 0,000
CLS Lisa Presente 1,813 1,852 0,124 0,009
CLS Lisa Presente 2,411 1,899 0,037 0,000
CLS Lisa Presente 2,505 1,601 0,113 0,005
CLS Lisa Presente 2,488 1,783 0,128 0,004
CLS Lisa Presente 2,205 1,377 0,057 0,007
CLS Lisa Presente 1,834 1,472 0,125 0,005
CLS Lisa Presente 1,749 1,765 0,055 0,000
CLS Lisa Presente 1,903 1,664 0,120 0,006
CLS Lisa Presente 2,506 1,714 0,083 0,003

Tabela A18 — Médias de atividade metabolica (absorbancia) referentes aos

corpos-de-prova lisos do grupo M25. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovacdo Recolonizacio
M25L  Lisa Ausente 2,282 0,916 0,104 0,004
M25L  Lisa Ausente 1,884 1,075 0,119 0,002
M25L  Lisa Ausente 1,828 1,055 0,068 0,004
M25L  Lisa Ausente 2,201 1,244 0,134 0,001
M25L  Lisa Ausente 2,195 1,404 0,134 0,007
M25L  Lisa Ausente 2,078 1,466 0,033 0,001
M25L  Lisa Ausente 1,723 1,390 0,116 0,005
M25L  Lisa Ausente 1,904 0,935 0,067 0,005
M25L  Lisa Ausente 1,590 1,065 0,108 0,007
M25LS Lisa Presente 1,925 0,767 0,096 0,006
M25LS Lisa Presente 2,071 0,811 0,047 0,000
M25LS Lisa Presente 1,719 0,727 0,129 0,003
M25LS Lisa Presente 1,535 1,288 0,136 0,005
M25LS Lisa Presente 2,249 1,192 0,159 0,003
M25LS Lisa Presente 1,530 1,023 0,149 0,003
M25LS Lisa Presente 1,935 1,029 0,040 0,001
M25LS Lisa Presente 1,654 0,943 0,047 0,000
M25LS Lisa Presente 2,076 0,920 0,037 0,000
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Tabela A19 — Médias de atividade metabdlica (absorbancia) referentes aos

corpos-de-prova lisos do grupo M30. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovacdo Recolonizagio
M30L  Lisa Ausente 1,892 0,970 0,127 0,007
M30L  Lisa Ausente 1,520 1,073 0,109 0,006
M30L  Lisa Ausente 1,275 0,819 0,077 0,000
M30L  Lisa Ausente 1,849 1,321 0,153 0,000
M30L  Lisa Ausente 1,817 1,300 0,138 0,001
M30L  Lisa Ausente 1,356 1,164 0,070 0,004
M30L  Lisa Ausente 1,702 1,274 0,110 0,003
M30L  Lisa Ausente 1,679 1,317 0,076 0,000
M30L  Lisa Ausente 1,587 1,302 0,080 0,000
M30LS Lisa Presente 1,776 0,806 0,053 0,000
M30LS Lisa Presente 1,287 0,692 0,073 0,000
M30LS Lisa Presente 1,699 0,701 0,116 0,000
M30LS Lisa Presente 1,194 0,983 0,144 0,000
M30LS Lisa Presente 1,519 1,144 0,095 0,002
M30LS Lisa Presente 1,139 1,101 0,120 0,003
M30LS Lisa Presente 1,211 1,323 0,075 0,005
M30LS Lisa Presente 1,289 1,288 0,080 0,002
M30LS Lisa Presente 1,448 1,304 0,118 0,004

Tabela A20 — Médias de atividade metabolica (absorbancia) referentes aos

corpos-de-prova lisos do grupo M35. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovacdo Recolonizacio
M35L  Lisa Ausente 1,476 0,856 0,146 0,006
M35L  Lisa Ausente 1,838 0,994 0,121 0,005
M35L  Lisa Ausente 1,907 1,085 0,101 0,003
M35L  Lisa Ausente 1,593 1,488 0,068 0,006
M35L  Lisa Ausente 1,927 1,176 0,106 0,004
M35L  Lisa Ausente 1,867 1,485 0,081 0,007
M35L  Lisa Ausente 1,546 1,403 0,105 0,000
M35L  Lisa Ausente 1,418 1,282 0,106 0,001
M35L  Lisa Ausente 1,758 1,342 0,068 0,001
M35LS Lisa Presente 1,748 1,241 0,087 0,000
M35LS Lisa Presente 1,353 1,122 0,117 0,000
M35LS Lisa Presente 1,926 0,950 0,050 0,003
M35LS Lisa Presente 1,601 1,094 0,125 0,007
M35LS Lisa Presente 1,780 1,423 0,070 0,006
M35LS Lisa Presente 1,345 1,382 0,106 0,007
M35LS Lisa Presente 1,279 1,420 0,136 0,006
M35LS Lisa Presente 1,797 1,338 0,060 0,005
M35LS Lisa Presente 1,790 1,378 0,058 0,005
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Tabela A21 — Médias de atividade metabdlica (absorbancia) referentes aos

corpos-de-prova lisos do grupo P25. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovacdo Recolonizagio
P25L  Lisa Ausente 1,975 1,144 0,112 0,000
P25L  Lisa Ausente 2,058 0,941 0,117 0,000
P25L  Lisa Ausente 1,829 0,827 0,081 0,011
P25L  Lisa Ausente 2,124 1,021 0,105 0,000
P25L  Lisa Ausente 2,056 1,305 0,083 0,014
P25L  Lisa Ausente 2,268 1,175 0,149 0,005
P25L  Lisa Ausente 1,521 1,281 0,140 0,003
P25L  Lisa Ausente 1,604 1,291 0,060 0,002
P25L  Lisa Ausente 1,568 1,314 0,105 0,001
P25LS Lisa Presente 1,566 0,981 0,164 0,000
P25LS Lisa Presente 1,665 0,864 0,115 0,000
P25LS Lisa Presente 2,069 0,979 0,044 0,000
P25LS Lisa Presente 1,667 1,332 0,051 0,000
P25LS Lisa Presente 2,028 1,369 0,117 0,003
P25LS Lisa Presente 1,664 1,193 0,078 0,004
P25LS Lisa Presente 1,493 1,336 0,149 0,006
P25LS Lisa Presente 1,798 1,320 0,085 0,001
P25LS Lisa Presente 1,620 1,366 0,107 0,002

Tabela A22 — Médias de atividade metabolica (absorbancia) referentes aos

corpos-de-prova lisos do grupo P30. Araraquara 2013.

Grupo Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovacdo Recolonizagdo
P30L  Lisa Ausente 1,971 0,893 0,114 0,000
P30L  Lisa Ausente 2,065 0,826 0,108 0,003
P30L  Lisa Ausente 1,534 0,983 0,136 0,006
P30L  Lisa Ausente 1,845 1,197 0,049 0,000
P30L  Lisa Ausente 1,330 1,311 0,132 0,001
P30L  Lisa Ausente 1,769 1,209 0,045 0,004
P30L  Lisa Ausente 1,348 1,407 0,111 0,000
P30L  Lisa Ausente 1,308 1,353 0,122 0,000
P30L  Lisa Ausente 2,012 1,378 0,077 0,000
P30LS Lisa Presente 1,798 0,953 0,107 0,007
P30LS Lisa Presente 1,243 1,095 0,123 0,005
P30LS Lisa Presente 1,325 0,933 0,082 0,006
P30LS Lisa Presente 1,919 1,397 0,120 0,003
P30LS Lisa Presente 1,713 1,389 0,086 0,003
P30LS Lisa Presente 1,369 1,384 0,104 0,002
P30LS Lisa Presente 1,529 1,045 0,106 0,000
P30LS Lisa Presente 1,405 1,183 0,054 0,000
P30LS Lisa Presente 1,449 1,214 0,064 0,000
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Tabela A23 — Médias de atividade metabdlica (absorbancia) referentes aos

corpos-de-prova lisos do grupo P35. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovacdo Recolonizagio
P35L  Lisa Ausente 1,227 1,069 0,060 0,011
P35L  Lisa Ausente 1,658 0,831 0,038 0,006
P35L  Lisa Ausente 1,226 0,952 0,122 0,010
P35L  Lisa Ausente 1,692 1,283 0,069 0,009
P35L  Lisa Ausente 1,477 1,224 0,040 0,000
P35L  Lisa Ausente 1,507 1,150 0,034 0,001
P35L  Lisa Ausente 1,207 1,417 0,135 0,004
P35L  Lisa Ausente 1,523 1,365 0,159 0,005
P35L  Lisa Ausente 1,794 1,388 0,162 0,000
P35LS Lisa Presente 1,462 0,965 0,076 0,008
P35LS Lisa Presente 1,836 0,818 0,130 0,008
P35LS Lisa Presente 1,325 0,880 0,149 0,006
P35LS Lisa Presente 1,789 0,973 0,101 0,000
P35LS Lisa Presente 1,884 1,238 0,104 0,000
P35LS Lisa Presente 1,254 1,140 0,098 0,001
P35LS Lisa Presente 1,392 1,240 0,060 0,002
P35LS Lisa Presente 1,657 1,385 0,047 0,001
P35LS Lisa Presente 1,511 1,405 0,027 0,000

Tabela A24 — Médias de atividade metabolica (absorbancia) referentes aos

corpos-de-prova rugosos do grupo controle. Araraquara 2013.

Grupo Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovagdo Recolonizacio
CR Rugosa Ausente 2,235 1,835 0,144 0,006
CR Rugosa Ausente 2,088 1,961 0,123 0,002
CR Rugosa Ausente 2,322 1,976 0,141 0,004
CR Rugosa Ausente 2,158 1,992 0,062 0,002
CR Rugosa Ausente 2,265 2,050 0,067 0,000
CR Rugosa Ausente 2,436 1,872 0,070 0,006
CR Rugosa Ausente 2,276 1,787 0,153 0,000
CR Rugosa Ausente 2,289 1,726 0,132 0,000
CR Rugosa Ausente 2,477 1,757 0,119 0,011
CRS Rugosa Presente 1,709 1,835 0,040 0,001
CRS Rugosa Presente 1,837 1,461 0,121 0,004
CRS Rugosa Presente 2,240 1,202 0,082 0,003
CRS Rugosa Presente 2,085 1,887 0,066 0,000
CRS Rugosa Presente 1,821 1,647 0,098 0,000
CRS  Rugosa Presente 2,214 1,827 0,133 0,009
CRS Rugosa Presente 2,103 1,285 0,091 0,004
CRS Rugosa Presente 2,032 1,681 0,151 0,004
CRS Rugosa Presente 1,469 1,820 0,092 0,001
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Tabela A25 — Médias de atividade metabdlica (absorbancia) referentes aos

corpos-de-prova rugosos do grupo M25. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovagdo Recolonizagio
M25R  Rugosa Ausente 2,035 1,282 0,147 0,005
M25R  Rugosa Ausente 2,115 1,305 0,103 0,000
M25R  Rugosa Ausente 1,633 1,209 0,088 0,010
M25R  Rugosa Ausente 2,095 1,629 0,124 0,008
M25R  Rugosa Ausente 2,148 1,572 0,111 0,002
M25R  Rugosa Ausente 1,608 1,508 0,106 0,000
M25R  Rugosa Ausente 1,718 1,412 0,140 0,001
M25R  Rugosa Ausente 1,584 1,295 0,081 0,001
M25R  Rugosa Ausente 1,262 1,336 0,102 0,000
M25RS Rugosa Presente 2,036 0,914 0,027 0,000
M25RS Rugosa Presente 1,726 0,947 0,129 0,000
M25RS Rugosa Presente 2,053 0,968 0,042 0,000
M25RS Rugosa Presente 1,610 1,437 0,076 0,000
M25RS Rugosa Presente 2,085 1,471 0,142 0,000
M25RS Rugosa Presente 2,047 1,453 0,158 0,002
M25RS Rugosa Presente 1,893 1,366 0,137 0,003
M25RS Rugosa Presente 1,722 1,220 0,079 0,000
M25RS Rugosa Presente 1,978 1,376 0,048 0,000

Tabela A26 — Médias de atividade metabolica (absorbancia) referentes aos

corpos-de-prova rugosos do grupo M30. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovacdo Recolonizacio
M30R  Rugosa Ausente 1,960 0,963 0,087 0,008
M30R  Rugosa Ausente 1,786 1,036 0,101 0,000
M30R  Rugosa Ausente 1,343 1,045 0,069 0,000
M30R  Rugosa Ausente 1,736 1,562 0,142 0,008
M30R  Rugosa Ausente 1,614 1,415 0,044 0,000
M30R  Rugosa Ausente 1,604 1,154 0,120 0,000
M30R  Rugosa Ausente 1,495 1,130 0,079 0,001
M30R  Rugosa Ausente 1,256 1,313 0,131 0,000
M30R  Rugosa Ausente 1,430 1,176 0,048 0,006
M30RS Rugosa Presente 1,421 0,935 0,033 0,010
M30RS Rugosa Presente 1,930 0,978 0,050 0,012
M30RS Rugosa Presente 1,760 1,084 0,070 0,010
M30RS Rugosa Presente 1,538 1,109 0,107 0,001
M30RS Rugosa Presente 1,565 1,476 0,134 0,000
M30RS Rugosa Presente 1,622 1,551 0,137 0,000
M30RS Rugosa Presente 1,297 1,216 0,128 0,001
M30RS Rugosa Presente 1,611 1,146 0,097 0,002
M30RS Rugosa Presente 1,589 1,265 0,081 0,000
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Tabela A27 — Médias de atividade metabdlica (absorbancia) referentes aos

corpos-de-prova rugosos do grupo M35. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovagdo Recolonizagio
M35R  Rugosa Ausente 1,616 0,960 0,062 0,010
M35R  Rugosa Ausente 2,164 1,016 0,124 0,010
M35R  Rugosa Ausente 1,964 0,804 0,060 0,007
M35R  Rugosa Ausente 1,953 1,293 0,113 0,007
M35R  Rugosa Ausente 2,118 1,324 0,134 0,004
M35R  Rugosa Ausente 1,442 1,369 0,077 0,003
M35R  Rugosa Ausente 1,980 1,286 0,108 0,007
M35R  Rugosa Ausente 1,751 1,250 0,088 0,007
M35R  Rugosa Ausente 1,615 1,278 0,138 0,000
M35RS Rugosa Presente 1,421 0,911 0,019 0,007
M35RS Rugosa Presente 1,506 1,094 0,076 0,011
M35RS Rugosa Presente 1,956 1,028 0,057 0,005
M35RS Rugosa Presente 1,503 1,417 0,100 0,001
M35RS Rugosa Presente 1,402 1,427 0,116 0,000
M35RS Rugosa Presente 1,482 1,482 0,140 0,000
M35RS Rugosa Presente 1,558 1,307 0,156 0,001
M35RS Rugosa Presente 1,543 1,255 0,057 0,005
M35RS Rugosa Presente 1,542 1,281 0,052 0,000

Tabela A28 — Médias de atividade metabolica (absorbancia) referentes aos

corpos-de-prova rugosos do grupo P25. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovacdo Recolonizacgdo
P25R  Rugosa Ausente 2,219 0,739 0,141 0,010
P25R  Rugosa Ausente 2,384 0,892 0,143 0,006
P25R  Rugosa Ausente 2,438 0,961 0,041 0,006
P25R  Rugosa Ausente 2,322 1,162 0,085 0,000
P25R  Rugosa Ausente 2,242 1,180 0,091 0,000
P25R  Rugosa Ausente 2,470 1,365 0,074 0,003
P25R  Rugosa Ausente 2,371 1,236 0,130 0,004
P25R  Rugosa Ausente 1,957 1,339 0,129 0,000
P25R  Rugosa Ausente 1,625 1,312 0,134 0,003
P25RS Rugosa Presente 1,358 1,319 0,029 0,007
P25RS Rugosa Presente 1,945 1,325 0,021 0,006
P25RS Rugosa Presente 1,955 1,206 0,072 0,007
P25RS Rugosa Presente 1,225 1,163 0,114 0,012
P25RS Rugosa Presente 1,727 1,355 0,142 0,006
P25RS Rugosa Presente 1,468 1,073 0,150 0,006
P25RS Rugosa Presente 1,802 0,815 0,119 0,001
P25RS Rugosa Presente 2,060 0,938 0,051 0,000
P25RS Rugosa Presente 2,056 0,763 0,047 0,000
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Tabela A29 — Médias de atividade metabdlica (absorbancia) referentes aos

corpos-de-prova rugosos do grupo P30. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovacdo Recolonizacgdo
P30R  Rugosa Ausente 1,828 1,490 0,057 0,010
P30R  Rugosa Ausente 2,111 1,188 0,061 0,008
P30R  Rugosa Ausente 2,163 1,188 0,061 0,006
P30R  Rugosa Ausente 2,365 1,585 0,130 0,000
P30R  Rugosa Ausente 2,031 1,570 0,144 0,000
P30R  Rugosa Ausente 2,179 1,547 0,144 0,002
P30R  Rugosa Ausente 1,558 1,356 0,081 0,000
P30R  Rugosa Ausente 2,105 1,237 0,146 0,003
P30R  Rugosa Ausente 1,907 1,296 0,089 0,000
P30RS Rugosa Presente 1,787 1,306 0,108 0,010
P30RS Rugosa Presente 2,261 1,367 0,043 0,007
P30RS Rugosa Presente 1,913 1,343 0,014 0,009
P30RS Rugosa Presente 2,129 1,282 0,068 0,000
P30RS Rugosa Presente 2,034 1,474 0,138 0,000
P30RS Rugosa Presente 1,521 1,526 0,129 0,000
P30RS Rugosa Presente 1,485 1,371 0,109 0,000
P30RS Rugosa Presente 1,973 1,306 0,106 0,002
P30RS Rugosa Presente 1,735 1,331 0,090 0,003

Tabela A30 — Médias de atividade metabolica (absorbancia) referentes aos

corpos-de-prova rugosos do grupo P35. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie Saliva Biofilme Adesdo Escovacdo Recolonizacgdo
P35R  Rugosa Ausente 2,112 1,344 0,116 0,009
P35R  Rugosa Ausente 2,017 1,023 0,057 0,011
P35R  Rugosa Ausente 2,333 1,235 0,147 0,010
P35R  Rugosa Ausente 1,919 1,382 0,101 0,000
P35R  Rugosa Ausente 2,493 1,379 0,151 0,004
P35R  Rugosa Ausente 2,473 1,173 0,056 0,000
P35R  Rugosa Ausente 1,978 1,314 0,095 0,000
P35R  Rugosa Ausente 1,873 1,406 0,127 0,003
P35R  Rugosa Ausente 2,209 1,357 0,126 0,007
P35RS Rugosa Presente 1,624 1,282 0,113 0,006
P35RS Rugosa Presente 1,465 1,070 0,111 0,007
P35RS Rugosa Presente 1,774 1,328 0,092 0,001
P35RS Rugosa Presente 1,500 1,273 0,087 0,005
P35RS Rugosa Presente 2,025 1,127 0,132 0,001
P35RS Rugosa Presente 2,238 1,450 0,078 0,000
P35RS Rugosa Presente 2,059 1,121 0,074 0,000
P35RS Rugosa Presente 1,463 1,146 0,118 0,012
P35RS Rugosa Presente 1,853 1,137 0,072 0,000
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Tabela A31 — Médias de atividade metabdlica (absorbancia) referentes aos

corpos-de-prova lisos dos grupos controle positivos, para os testes de escovagao e

recolonizacdo. Araraquara 2013.

Grupo Superficie Saliva Escovacdo Recolonizacdo
CL+ Lisa Ausente 1,13 2,640
CL+ Lisa Ausente 1,58 2,572
CL+ Lisa Ausente 1,24 2,601
CL+ Lisa Ausente 1,36 2,148
CL+ Lisa Ausente 1,69 2,411
CL+ Lisa Ausente 1,79 2,333
CL+ Lisa Ausente 1,50 2,197
CL+ Lisa Ausente 1,44 2,093
CL+ Lisa Ausente 1,51 2,095
CLS+ Lisa Presente 1,36 2,503
CLS+ Lisa Presente 1,13 2,641
CLS+ Lisa Presente 1,05 2,510
CLS+ Lisa Presente 1,75 2,119
CLS+ Lisa Presente 1,18 2,263
CLS+ Lisa Presente 1,73 2,288
CLS+ Lisa Presente 1,39 2,249
CLS+ Lisa Presente 1,35 2,081
CLS+ Lisa Presente 1,34 2,306
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Tabela A32 — Médias de atividade metabdlica (absorbancia) referentes aos

corpos-de-prova rugosos dos grupos controle positivos, para os testes de escovagao e

recolonizacdo. Araraquara 2013.

Grupo Superficie Saliva Escovacdo Recolonizacdo
CL+ Lisa Ausente 2,17 2,687
CL+ Lisa Ausente 1,57 2,502
CL+ Lisa Ausente 1,18 2,488
CL+ Lisa Ausente 1,53 2,252
CL+ Lisa Ausente 1,81 2,286
CL+ Lisa Ausente 1,20 2,252
CL+ Lisa Ausente 1,60 2,160
CL+ Lisa Ausente 1,55 2,265
CL+ Lisa Ausente 1,57 2,078
CLS+ Lisa Presente 1,47 2,470
CLS+ Lisa Presente 1,67 2,511
CLS+ Lisa Presente 1,88 2,564
CLS+ Lisa Presente 1,53 2,269
CLS+ Lisa Presente 1,37 2,495
CLS+ Lisa Presente 1,49 2,163
CLS+ Lisa Presente 1,62 2,180
CLS+ Lisa Presente 1,51 2,028
CLS+ Lisa Presente 1,56 2,144
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Tabela A33 — Médias de ufc/mL e log ufc/mL dos micro-organismos referentes aos corpos-de-prova lisos

do grupo controle, para os testes de ades&o e formacdo do biofilme. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie  Saliva C.albicans C.glabrata S.mutans C.albicans C.glabrata S. mutans
ufc/mL log ufc/mL
CL Lisa Ausente 5,653 5,176 7,114 5,653 5,176 7,114
CL Lisa Ausente 5,544 5,000 6,875 5,544 5,000 6,875
CL Lisa Ausente 5477 5,544 6,061 5477 5,544 6,061
CL Lisa Ausente 5477 6,267 6,875 5,477 6,267 6,875
CL Lisa Ausente 5477 5,929 6,699 5477 5,929 6,699
CL Lisa Ausente 5,740 6,146 6,978 5,740 6,146 6,978
CL Lisa Ausente 6,477 6,301 5,813 6,477 6,301 5,813
CL Lisa Ausente 4,699 5,301 6,929 4,699 5,301 6,929
CL Lisa Ausente 5,398 5,477 6,000 5,398 5477 6,000
CLS Lisa Presente 4,602 5,653 6,954 4,602 5,653 6,954
CLS Lisa Presente 5,602 5,740 5,929 5,602 5,740 5,929
CLS Lisa Presente 5,740 5,301 5,903 5,740 5,301 5,903
CLS Lisa Presente 5,477 6,279 6,477 5,477 6,279 6,477
CLS Lisa Presente 4,813 6,161 6,778 4,813 6,161 6,778
CLS Lisa Presente 5,398 5,813 7477 5,398 5,813 7,477
CLS Lisa Presente 4,699 5,653 6,061 4,699 5,653 6,061
CLS Lisa Presente 5,398 5,176 5,929 5,398 5,176 5,929
CLS Lisa Presente 5,602 5,602 6,653 5,602 5,602 6,653

do grupo M25, para os testes de adesdo e formag&o do biofilme. Araraquara 2013.

Tabela A34 — Médias de ufc/mL e log ufc/mL dos micro-organismos referentes aos corpos-de-prova lisos

Grupo  Superficie  Saliva C.albicans C.glabrata S.mutans C.albicans C.glabrata S. mutans
ufc/mL log ufc/mL
M25L  Lisa Ausente 5477 4,699 5,398 5,477 4,699 5,398
M25L Lisa Ausente 5,000 5,653 5,477 5,000 5,653 5,477
M25L  Lisa Ausente 5,000 5,602 5,000 5,000 5,602 5,000
M25L  Lisa Ausente 5,602 6,279 6,813 5,602 6,279 6,813
M25L  Lisa Ausente 5477 5,929 5,954 5,477 5,929 5,954
M25L Lisa Ausente 5,301 5,653 6,230 5,301 5,653 6,230
M25L  Lisa Ausente 5,653 5,398 5,176 5,653 5,398 5,176
M25L Lisa Ausente 4,398 5,477 5,477 4,398 5,477 5,477
M25L  Lisa Ausente 5,544 5,398 5,544 5,544 5,398 5,544
M25LS  Lisa Presente 5,477 5,000 6,301 5,477 5,000 6,301
M25LS  Lisa Presente 5477 5,176 5,301 5477 5,176 5,301
M25LS  Lisa Presente 5477 4,699 5,176 5,477 4,699 5,176
M25LS Lisa Presente 4,699 5,813 5,301 4,699 5,813 5,301
M25LS  Lisa Presente 5,000 5,978 7,061 5,000 5,978 7,061
M25LS  Lisa Presente 5,544 5,653 5,875 5,544 5,653 5,875
M25LS  Lisa Presente 5,398 5,778 6,301 5,398 5,778 6,301
M25LS  Lisa Presente 5,398 4,699 5,875 5,398 4,699 5,875
M25LS Lisa Presente 4,176 5,875 5,875 4,176 5,875 5,875
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Tabela A35 — Médias de ufc/mL e log ufc/mL dos micro-organismos referentes aos corpos-de-

prova lisos do grupo M30, para os testes de adesdo e formacdo do biofilme. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie  Saliva C.albicans C.glabrata S.mutans C.albicans C.glabrata S. mutans
ufc/mL log ufc/mL
M30L Lisa Ausente 4,653 5,845 5,176 4,653 5,845 5,176
M30L  Lisa Ausente 5,544 6,477 5,176 5,544 6,477 5,176
M30L Lisa Ausente 4,398 4,176 5,000 4,398 4,176 5,000
M30L  Lisa Ausente 5,301 5,929 6,929 5,301 5,929 6,929
M30L Lisa Ausente 4,176 5,929 6,398 4,176 5,929 6,398
M30L  Lisa Ausente 5,301 5,146 7,398 5,301 5,146 7,398
M30L Lisa Ausente 4,602 5,477 5,699 4,602 5,477 5,699
M30L  Lisa Ausente 4,544 5423 4,699 4,544 5423 4,699
M30L  Lisa Ausente 5,398 5,398 5,176 5,398 5,398 5,176
M30LS  Lisa Presente 5,778 5,398 5,301 5,778 5,398 5,301
M30LS Lisa Presente 5,301 5,000 5,000 5,301 5,000 5,000
M30LS Lisa Presente 5,398 5,000 4,699 5,398 5,000 4,699
M30LS Lisa Presente 4,699 5,477 6,097 4,699 5477 6,097
M30LS  Lisa Presente 5,398 5,813 6,061 5,398 5,813 6,061
M30LS Lisa Presente 4,176 5,875 6,079 4,176 5,875 6,079
M30LS  Lisa Presente 5,544 5,813 5,602 5,544 5,813 5,602
M30LS Lisa Presente 5,301 5,699 5,653 5,301 5,699 5,653
M30LS  Lisa Presente 4,653 5,176 5,602 4,653 5,176 5,602

Tabela A36 — Médias de ufc/mL e log ufc/mL dos micro-organismos referentes aos corpos-de-

prova lisos do grupo M35, para os testes de adesdo e formacéo do biofilme. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie  Saliva C.albicans C.glabrata S.mutans C.albicans C.glabrata S. mutans
ufc/mL log ufc/mL
M35L  Lisa Ausente 5477 4,699 5,176 4,875 4,699 5,176
M35L Lisa Ausente 4,699 5,398 5,477 5,653 5,398 5,477
M35L  Lisa Ausente 5,778 5,000 5,602 5,954 5,000 5,602
M35L Lisa Ausente 5,398 5,544 6,176 5,301 5,544 6,176
M35L  Lisa Ausente 5,602 5,477 6,415 5,699 5477 6,415
M35L Lisa Ausente 5,602 5,813 6,130 4,000 5,813 6,130
M35L  Lisa Ausente 5,000 5,740 5,301 4,929 5,740 5,301
M35L Lisa Ausente 5,398 5,301 5,740 4,602 5,301 5,740
M35L  Lisa Ausente 5,301 5,176 6,544 5,544 5,176 6,544
M35LS  Lisa Presente 5,000 5,176 5,477 5,398 5,176 5,477
M35LS  Lisa Presente 5,301 5,653 5,176 5,176 5,653 5,176
M35LS  Lisa Presente 5,000 5,653 5,602 5,176 5,653 5,602
M35LS  Lisa Presente 5,778 4,699 6,301 5,301 4,699 6,301
M35LS  Lisa Presente 5477 5,301 5,954 4,000 5,301 5,954
M35LS  Lisa Presente 5,000 4,699 6,061 4,699 4,699 6,061
M35LS  Lisa Presente 5,176 5,778 5,301 5,602 5,778 5,301
M35LS  Lisa Presente 5,398 5,398 5,602 5,544 5,398 5,602
M35LS  Lisa Presente 5,000 5,699 6,653 5,544 5,699 6,653
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Tabela A37 — Médias de ufc/mL e log ufc/mL dos micro-organismos referentes aos corpos-de-

prova lisos do grupo P25, para os testes de adesdo e formacdo do biofilme. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie  Saliva C.albicans C.glabrata S.mutans C.albicans C.glabrata S. mutans
ufc/mL log ufc/mL
P25L Lisa Ausente 5,477 5,602 5,653 5477 5,602 5,653
P25L Lisa Ausente 4,699 5,000 5,176 4,699 5,000 5,176
P25L Lisa Ausente 5,778 4,699 5,740 5,778 4,699 5,740
P25L Lisa Ausente 5,398 6,190 6,398 5,398 6,190 6,398
P25L Lisa Ausente 5,602 5,301 5,903 5,602 5,301 5,903
P25L Lisa Ausente 5,602 5,813 5,301 5,602 5,813 5,301
P25L Lisa Ausente 5,000 5,398 5,602 5,000 5,398 5,602
P25L Lisa Ausente 5,398 5,875 5,000 5,398 5,875 5,000
P25L Lisa Ausente 5,301 5,954 5,740 5,301 5,954 5,740
P25LS  Lisa Presente 5,000 5,845 5,699 5,000 5,845 5,699
P25LS  Lisa Presente 5,301 5,398 5,740 5,301 5,398 5,740
P25LS  Lisa Presente 5,000 5,778 5,699 5,000 5,778 5,699
P25LS  Lisa Presente 5,778 5,000 5,544 5,778 5,000 5,544
P25LS  Lisa Presente 5,477 5,653 5,176 5,477 5,653 5,176
P25LS  Lisa Presente 5,000 5,544 5,398 5,000 5,544 5,398
P25LS  Lisa Presente 5,176 4,699 5,398 5,176 4,699 5,398
P25LS  Lisa Presente 5,398 5,000 5,000 5,398 5,000 5,000
P25LS  Lisa Presente 5,000 5,477 5,176 5,000 5,477 5,176

Tabela A38 — Médias de ufc/mL e log ufc/mL dos micro-organismos referentes aos corpos-de-

prova lisos do grupo P30, para os testes de adesdo e formacdo do biofilme. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie  Saliva C.albicans C.glabrata S.mutans C.albicans C. glabrata S. mutans
ufc/mL log ufc/mL
P30L Lisa Ausente 5,778 4,000 5,875 5,778 4,000 5,875
P30L Lisa Ausente 5,176 5,398 5,845 5,176 5,398 5,845
P30L Lisa Ausente 4,176 5,398 5,813 4,176 5,398 5,813
P30L Lisa Ausente 5,544 5,301 6,021 5,544 5,301 6,021
P30L Lisa Ausente 4,301 5,602 5,398 4,301 5,602 5,398
P30L Lisa Ausente 5,176 5,740 5,740 5,176 5,740 5,740
P30L Lisa Ausente 4,301 5,602 5,740 4,301 5,602 5,740
P30L Lisa Ausente 5,477 5,813 5,176 5,477 5,813 5,176
P30L Lisa Ausente 5,845 5,740 5,544 5,845 5,740 5,544
P30LS Lisa Presente 4,398 5,000 5,000 4,398 5,000 5,000
P30LS Lisa Presente 5,544 5,000 4,699 5,544 5,000 4,699
P30LS Lisa Presente 5,176 4,699 5,176 5,176 4,699 5,176
P30LS Lisa Presente 4,699 6,079 6,255 4,699 6,079 6,255
P30LS Lisa Presente 5,000 5,000 5,176 5,000 5,000 5,176
P30LS Lisa Presente 4,000 5,000 5,301 4,000 5,000 5,301
P30LS Lisa Presente 5,176 5,301 5,176 5,176 5,301 5,176
P30LS Lisa Presente 5,301 5,000 4,699 5,301 5,000 4,699
P30LS Lisa Presente 5,176 5,176 5,000 5,176 5,176 5,000
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Tabela A39 — Médias de ufc/mL e log ufc/mL dos micro-organismos referentes aos corpos-de-prova lisos

do grupo P35, para os testes de adeséo e formacéao do biofilme. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie  Saliva C.albicans C.glabrata S.mutans C.albicans C.glabrata S. mutans

ufe/mL log ufc/mL
P35L Lisa Ausente 4,477 5,176 5,544 4,477 5,176 5,544
P35L Lisa Ausente 5,477 5477 5,398 5477 5,477 5,398
P35L Lisa Ausente 5,301 5,176 5,000 5,301 5,176 5,000
P35L Lisa Ausente 5,477 4,699 6,322 5477 4,699 6,322
P35L Lisa Ausente 4,398 5,875 6,000 4,398 5,875 6,000
P35L Lisa Ausente 4,398 5,903 6,352 4,398 5,903 6,352
P35L Lisa Ausente 5,301 4,699 5,398 5,301 4,699 5,398
P35L Lisa Ausente 3,699 5,398 5,176 3,699 5,398 5,176
P35L Lisa Ausente 4,477 5,477 5,699 4,477 5,477 5,699
P35LS Lisa Presente 5,903 5,699 5,301 5,903 5,699 5,301
P35LS  Lisa Presente 5,653 5,000 5,477 5,653 5,000 5477
P35LS Lisa Presente 5,653 5,398 5,000 5,653 5,398 5,000
P35LS  Lisa Presente 4,699 5,176 4,699 4,699 5,176 4,699
P35LS Lisa Presente 5,176 5,544 4,699 5,176 5,544 4,699
P35LS  Lisa Presente 4,699 5,301 4,699 4,699 5,301 4,699
P35LS Lisa Presente 5,301 6,230 6,602 5,301 6,230 6,602
P35LS  Lisa Presente 5,176 6,114 6,176 5,176 6,114 6,176
P35LS Lisa Presente 5,477 5,544 6,699 5477 5,544 6,699

Tabela A40 — Médias de ufc/mL e log ufc/mL dos micro-organismos referentes aos corpos-de-prova rugosos do grupo
controle. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie  Saliva C. albicans C.glabrata S.mutans C.albicans C.glabrata S. mutans

ufc/mL log ufc/mL
CR Rugosa Ausente 5,845 5,653 6,778 5,845 5,653 6,778
CR Rugosa Ausente 6,477 5,000 6,398 6,477 5,000 6,398
CR Rugosa Ausente 4,699 5,000 5,699 4,699 5,000 5,699
CR Rugosa Ausente 5,477 6,389 7,380 5477 6,389 7,380
CR Rugosa Ausente 5,301 6,954 7,455 5,301 6,954 7,455
CR Rugosa Ausente 5,954 6,477 1477 5,954 6,477 7,477
CR Rugosa Ausente 5,000 5477 6,398 5,000 5477 6,398
CR Rugosa Ausente 5,954 5,477 6,301 5,954 5477 6,301
CR Rugosa Ausente 5,813 5,301 6,398 5,813 5,301 6,398
CRS Rugosa Presente 5,602 5,845 6,398 5,602 5,845 6,398
CRS Rugosa Presente 5,544 5,740 6,813 5,544 5,740 6,813
CRS Rugosa Presente 5,699 6,243 6,000 5,699 6,243 6,000
CRS Rugosa Presente 5,301 5,602 6,000 5,301 5,602 6,000
CRS Rugosa Presente 5,398 5,544 6,978 5,398 5,544 6,978
CRS Rugosa Presente 5,301 5,176 7,267 5,301 5,176 7,267
CRS Rugosa Presente 5,000 5,699 6,544 5,000 5,699 6,544
CRS Rugosa Presente 4,699 5,176 6,653 4,699 5,176 6,653

CRS Rugosa Presente 5,602 4,699 6,845 5,602 4,699 6,845
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Tabela A41 — Médias de ufc/mL e log ufc/mL dos micro-organismos referentes aos corpos-de-

prova rugosos do grupo M25, para os testes de adesao e formacao do biofilme. Araraquara 2013.

Grupo Superficie  Saliva C.albicans C.glabrata S.mutans C.albicans C.glabrata S. mutans
ufc/mL log ufc/mL
M25R Rugosa Ausente 4,699 5,740 5,176 4,699 5,740 5,176
M25R Rugosa Ausente 5,903 5,653 4,699 5,903 5,653 4,699
M25R Rugosa Ausente 5477 5,398 5,000 5,477 5,398 5,000
M25R Rugosa Ausente 5,301 5,778 7,389 5,301 5,778 7,389
M25R Rugosa Ausente 5,000 5,699 7,217 5,000 5,699 7,217
M25R Rugosa Ausente 5,398 5,813 6,398 5,398 5,813 6,398
M25R Rugosa Ausente 5477 5,477 4,699 5,477 5,477 4,699
M25R Rugosa Ausente 5,653 5,845 4,699 5,653 5,845 4,699
M25R Rugosa Ausente 5,477 5,000 5,477 5,477 5,000 5,477
M25RS  Rugosa Presente 5,602 4,699 5,544 5,602 4,699 5,544
M25RS  Rugosa Presente 5,000 4,699 5,544 5,000 4,699 5,544
M25RS  Rugosa Presente 4,699 4,699 5,301 4,699 4,699 5,301
M25RS  Rugosa Presente 5,398 5,813 4,699 5,398 5,813 4,699
M25RS  Rugosa Presente 5,301 6,021 5,699 5,301 6,021 5,699
M25RS  Rugosa Presente 5,000 6,301 6,243 5,000 6,301 6,243
M25RS  Rugosa Presente 5,477 4,699 5,813 5,477 4,699 5,813
M25RS  Rugosa Presente 4,699 5,176 5,398 4,699 5,176 5,398
M25RS  Rugosa Presente 5,602 5,301 5,544 5,602 5,301 5,544

Tabela A42 — Médias de ufc/mL e log ufc/mL dos micro-organismos referentes aos corpos-de-

prova rugosos do grupo M30, para os testes de adesdo e formacao do biofilme. Araraquara 2013.

Grupo Superficie  Saliva C.albicans C.glabrata S.mutans C.albicans C.glabrata S. mutans
ufc/mL log ufc/mL
M30R Rugosa Ausente 5,398 6,061 6,699 5,398 6,061 6,699
M30R Rugosa Ausente 5,301 5,544 6,699 5,301 5,544 6,699
M30R Rugosa Ausente 5,301 4,699 7,176 5,301 4,699 7,176
M30R Rugosa Ausente 5,477 6,097 5,903 5,477 6,097 5,903
M30R Rugosa Ausente 5,602 6,332 5,845 5,602 6,332 5,845
M30R Rugosa Ausente 5,740 6,470 5,544 5,740 6,470 5,544
M30R Rugosa Ausente 4,699 4,699 5,740 4,699 4,699 5,740
M30R Rugosa Ausente 4,699 4,699 5,653 4,699 4,699 5,653
M30R Rugosa Ausente 5,301 5,301 4,699 5,301 5,301 4,699
M30RS Rugosa Presente 5,301 5,813 6,161 5,301 5,813 6,161
M30RS  Rugosa Presente 4,176 5,000 5,653 4,176 5,000 5,653
M30RS Rugosa Presente 5,544 4,699 5,398 5,544 4,699 5,398
M30RS  Rugosa Presente 5,000 5,778 6,332 5,000 5,778 6,332
M30RS Rugosa Presente 3,699 6,740 6,176 3,699 6,740 6,176
M30RS  Rugosa Presente 4,699 5,813 6,322 4,699 5,813 6,322
M30RS Rugosa Presente 5,176 5,000 5,398 5,176 5,000 5,398
M30RS  Rugosa Presente 5,000 5,398 4,699 5,000 5,398 4,699
M30RS Rugosa Presente 5,301 5,653 5,875 5,301 5,653 5,875
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Tabela A43 — Médias de ufc/mL e log ufc/mL dos micro-organismos referentes aos corpos-de-prova rugosos do grupo

M35, para os testes de adesdo e formacéo do biofilme. Araraquara 2013.

Grupo Superficie  Saliva C. albicans C.glabrata S.mutans C.albicans C.glabrata S. mutans
ufc/mL log ufc/mL
M35R Rugosa Ausente 6,079 5,398 5,301 6,079 5,398 5,301
M35R Rugosa Ausente 5,301 5,176 4,699 5,301 5,176 4,699
M35R Rugosa Ausente 4,699 5,301 4,699 4,699 5,301 4,699
M35R Rugosa Ausente 5,000 5,544 7,000 5,000 5,544 7,000
M35R Rugosa Ausente 5,778 5,903 6,301 5,778 5,903 6,301
M35R Rugosa Ausente 5,176 5,301 6,602 5,176 5,301 6,602
M35R Rugosa Ausente 5,813 5,301 5,176 5,813 5,301 5,176
M35R Rugosa Ausente 4,176 4,699 5,699 4,176 4,699 5,699
M35R Rugosa Ausente 5,699 5,398 5,653 5,699 5,398 5,653
M35RS  Rugosa Presente 5,602 5,176 5,301 5,602 5,176 5,301
M35RS  Rugosa Presente 5,301 4,699 5,398 5,301 4,699 5,398
M35RS  Rugosa Presente 4,301 5,000 5,929 4,301 5,000 5,929
M35RS  Rugosa Presente 5,845 6,439 5,301 5,845 6,439 5,301
M35RS  Rugosa Presente 4,699 5,778 5,398 4,699 5,778 5,398
M35RS  Rugosa Presente 4,176 5,845 5,301 4,176 5,845 5,301
M35RS  Rugosa Presente 5,544 5,602 6,204 5,544 5,602 6,204
M35RS  Rugosa Presente 5,301 5,875 6,190 5,301 5,875 6,190
M35RS Rugosa Presente 5,398 5,176 5,699 5,398 5,176 5,699

Tabela A44 — Médias de ufc/mL e log ufc/mL dos micro-organismos referentes aos corpos-de-prova rugosos do grupo

P25, para os testes de adesdo e formag&o do biofilme. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie  Saliva C.albicans C.glabrata S.mutans C.albicans C.glabrata S. mutans
ufc/mL log ufc/mL
P25R Rugosa Ausente 5,653 5,477 5,778 5,653 5477 5,778
P25R Rugosa Ausente 5,544 5,653 5,875 5,544 5,653 5,875
P25R Rugosa Ausente 5,544 5,740 4,699 5,544 5,740 4,699
P25R Rugosa Ausente 4,699 5,978 6,875 4,699 5,978 6,875
P25R Rugosa Ausente 5,477 5,875 6,653 5,477 5,875 6,653
P25R Rugosa Ausente 5,544 5,699 6,778 5,544 5,699 6,778
P25R Rugosa Ausente 5,845 5,176 5,903 5,845 5,176 5,903
P25R Rugosa Ausente 5,477 5,653 5,653 5477 5,653 5,653
P25R Rugosa Ausente 5,778 5,176 5,398 5,778 5,176 5,398
P25RS  Rugosa Presente 5,544 5,176 5,398 5,544 5,176 5,398
P25RS  Rugosa Presente 5,176 5,176 5,398 5,176 5,176 5,398
P25RS  Rugosa Presente 5,000 4,699 5,398 5,000 4,699 5,398
P25RS  Rugosa Presente 5,778 5,929 5,740 5,778 5,929 5,740
P25RS  Rugosa Presente 5,477 5,778 6,000 5477 5,778 6,000
P25RS  Rugosa Presente 5,000 5,778 6,146 5,000 5,778 6,146
P25RS  Rugosa Presente 5,602 5,398 5,903 5,602 5,398 5,903
P25RS  Rugosa Presente 5,000 5,602 5,176 5,000 5,602 5,176
P25RS  Rugosa Presente 5,176 5,699 5,301 5,176 5,699 5,301
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Tabela A45 — Médias de ufc/mL e log ufc/mL dos micro-organismos referentes aos corpos-de-prova

rugosos do grupo P30, para os testes de adesdo e formacédo do biofilme. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie  Saliva C.albicans C.glabrata S.mutans C.albicans C. glabrata S. mutans
ufe/mL log ufc/mL
P30R Rugosa Ausente 5,477 6,204 5,740 5477 6,204 5,740
P30R Rugosa Ausente 5,301 5,845 5,602 5,301 5,845 5,602
P30R Rugosa Ausente 5,301 5,398 5477 5,301 5,398 5477
P30R Rugosa Ausente 4,699 6,079 5,954 4,699 6,079 5,954
P30R Rugosa Ausente 5,301 6,431 6,176 5,301 6,431 6,176
P30R Rugosa Ausente 5,301 6,217 5,875 5,301 6,217 5,875
P30R Rugosa Ausente 5,544 5,301 5,929 5,544 5,301 5,929
P30R Rugosa Ausente 5,477 4,699 5,398 5477 4,699 5,398
P30R Rugosa Ausente 5,954 5,176 5,544 5,954 5,176 5,544
P30RS  Rugosa Presente 5,477 5,845 5,602 5477 5,845 5,602
P30RS  Rugosa Presente 5,176 5,740 5,699 5,176 5,740 5,699
P30RS  Rugosa Presente 5,398 5,176 5,929 5,398 5,176 5,929
P30RS  Rugosa Presente 4,699 5,978 5,929 4,699 5,978 5,929
P30RS  Rugosa Presente 5,301 6,021 6,407 5,301 6,021 6,407
P30RS  Rugosa Presente 5,176 5,602 5,778 5,176 5,602 5,778
P30RS  Rugosa Presente 5,778 5,699 5,740 5,778 5,699 5,740
P30RS  Rugosa Presente 5,477 5,000 5,000 5,477 5,000 5,000
P30RS  Rugosa Presente 5,954 5,176 5,000 5,954 5,176 5,000

Tabela A46 — Médias de ufc/mL e log ufc/mL dos micro-organismos referentes aos corpos-de-prova

rugosos do grupo P35, para os testes de adesdo e formacgéo do biofilme. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie  Saliva C.albicans C.glabrata S. mutans C.albicans C.glabrata S. mutans
ufc/mL log ufc/mL
P35R Rugosa Ausente 5,301 5,176 5,978 5,301 5,176 5,978
P35R Rugosa Ausente 4,699 5,778 5,653 4,699 5,778 5,653
P35R Rugosa Ausente 5,778 5,176 6,021 5,778 5,176 6,021
P35R Rugosa Ausente 5,477 6,161 5,903 5477 6,161 5,903
P35R Rugosa Ausente 5,000 6,322 6,000 5,000 6,322 6,000
P35R Rugosa Ausente 5,301 6,362 5,813 5,301 6,362 5,813
P35R Rugosa Ausente 5,176 5,544 5,301 5,176 5,544 5,301
P35R Rugosa Ausente 5,544 5,398 5,778 5,544 5,398 5,778
P35R Rugosa Ausente 5,477 5,699 5,602 5,477 5,699 5,602
P35RS  Rugosa Presente 5,602 4,699 5,000 5,602 4,699 5,000
P35RS  Rugosa Presente 5,301 5,740 4,699 5,301 5,740 4,699
P35RS  Rugosa Presente 5,176 5477 5,000 5,176 5477 5,000
P35RS  Rugosa Presente 5,477 5,176 6,061 5,477 5,176 6,061
P35RS  Rugosa Presente 5,602 5,903 5,954 5,602 5,903 5,954
P35RS  Rugosa Presente 5,000 6,061 6,021 5,000 6,061 6,021
P35RS  Rugosa Presente 5,301 5,398 5,740 5,301 5,398 5,740
P35RS  Rugosa Presente 5,477 5,740 5,740 5,477 5,740 5,740
P35RS  Rugosa Presente 4,699 5,301 6,097 4,699 5,301 6,097
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Tabela A47 — Médias de ufc/mL e log ufc/mL dos micro-organismos referentes aos corpos-de-prova lisos

dos grupos controle positivos, para os testes de escovacdo e recoloniza¢do. Araraquara 2013.

Grupo Superficie Saliva C.albicans C.glabrata S.mutans C.albicans C.glabrata S. mutans

ufe/mL log ufc/mL
CL+ Lisa Ausente 5,653 5,176 7,114 7,33 7,68 7,97
CL+ Lisa Ausente 5,544 5,000 6,875 7,02 7,06 7,68
CL+ Lisa Ausente 5,477 5,544 6,061 7,26 7,65 7,82
CL+ Lisa Ausente 5,477 6,267 6,875 5,74 6,33 7,49
CL+ Lisa Ausente 5,477 5,929 6,699 6,00 6,32 7,50
CL+ Lisa Ausente 5,740 6,146 6,978 6,06 6,46 7,62
CL+ Lisa Ausente 6,477 6,301 5,813 5,65 6,26 7,43
CL+ Lisa Ausente 4,699 5,301 6,929 5,54 6,02 7,22
CL+ Lisa Ausente 5,398 5,477 6,000 6,10 6,48 7,65
CLS+ Lisa Presente 4,602 5,653 6,954 6,13 6,27 6,28
CLS+ Lisa Presente 5,602 5,740 5,929 6,48 6,92 7,60
CLS+ Lisa Presente 5,740 5,301 5,903 6,30 6,35 7,47
CLS+ Lisa Presente 5,477 6,279 6,477 6,30 6,30 7,18
CLS+ Lisa Presente 4,813 6,161 6,778 5,70 6,10 6,16
CLS+ Lisa Presente 5,398 5,813 7,477 6,16 6,13 6,26
CLS+ Lisa Presente 4,699 5,653 6,061 6,26 6,30 6,43
CLS+ Lisa Presente 5,398 5,176 5,929 6,20 6,30 6,33
CLS+ Lisa Presente 5,602 5,602 6,653 5,54 6,08 6,81

Tabela A48 — Médias de ufc/mL e log ufc/mL dos micro-organismos referentes aos corpos-de-prova lisos

dos grupos controle positivos, para os testes de escovagédo e recolonizagdo. Araraquara 2013.

Grupo  Superficie  Saliva C. albicans C. glabrata S.mutans C.albicans C. glabrata S. mutans

ufc/mL log ufc/mL
CR+  Lisa Ausente 5,845 5,653 6,778 7,06 7,48 7,88
CR+ Lisa Ausente 6,477 5,000 6,398 7,04 7,04 7,73
CR+  Lisa Ausente 4,699 5,000 5,699 6,60 7,00 7,72
CR+ Lisa Ausente 5,477 6,389 7,380 6,11 6,60 6,06
CR+  Lisa Ausente 5,301 6,954 7,455 6,19 6,80 6,98
CR+ Lisa Ausente 5,954 6,477 1,477 5,98 6,59 6,02
CR+  Lisa Ausente 5,000 5,477 6,398 5,78 6,28 6,88
CR+ Lisa Ausente 5,954 5,477 6,301 6,13 6,64 6,23
CR+  Lisa Ausente 5,813 5,301 6,398 5,88 6,45 6,95
CRS+ Lisa Presente 5,602 5,845 6,398 6,30 6,54 7,40
CRS+ Lisa Presente 5,544 5,740 6,813 6,81 6,70 7,56
CRS+ Lisa Presente 5,699 6,243 6,000 6,90 7,00 7,82
CRS+ Lisa Presente 5,301 5,602 6,000 5,98 6,64 6,70
CRS+ Lisa Presente 5,398 5,544 6,978 5,18 6,13 6,30
CRS+ Lisa Presente 5,301 5,176 7,267 5,48 6,19 6,60
CRS+ Lisa Presente 5,000 5,699 6,544 5,74 6,54 6,70
CRS+ Lisa Presente 4,699 5,176 6,653 5,54 6,44 6,65

CRS+ Lisa Presente 5,602 4,699 6,845 5,00 6,18 6,18
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Tabela A49 - Sumario da analise de variancia para avaliacdo de absorbancias do

método XTT, para o teste de adesdo do biofilme multiespécies. Araraquara 2013.

Efeito Graus de Média F p
liberdade quadratica
Verniz (1) 1 0,0139 0,37 0,542
Concentracéo (2) 2 0,0504 1,35 0,260
Superficie (3) 1 0,4343 11,65 0,001
Saliva (4) 1 0,1168 3,13 0,078
(1) x(2) 2 0,1604 4,30 0,015
(1) x(3) 1 0,0038 0,10 0,749
(2) x (3) 2 0,0601 1,61 0,202
(1) x (4) 1 0,0268 0,72 0,398
(2) x (4) 2 0,0239 0,64 0,527
(3) x (4) 1 0,0035 0,09 0,760
(1) x (2) x (3) 2 0,2666 7,16 0,001
(1) x (2) x (4) 2 0,1111 2,98 0,053
(1) x (3) x (4) 1 0,0390 1,05 0,307
(2) x (3) x (4) 2 0,0049 0,13 0,876
(1) x (2) x (3) x (4) 2 0,0032 0,09 0,917
Residuo 224 0,0373

* Significativo ao nivel de 1%. Nota: o resultado da aplicacdo do teste de Tukey esta resumido

na Tabela 1

Tabela A50 - Sumario da analise de variancia para avaliacdo de logaritmo de

ufc/mL para o microrganismo Candida albicans, para o teste de adeséo do biofilme

multiespécies. Araraquara 2013.

Efeito Graus de Média F p
liberdade quadrética
Verniz (1) 1 0,0370 0,26 0,612
Concentracéo (2) 2 0,1180 0,83 0,438
Superficie (3) 1 1,6560 11,68 0,001
Saliva (4) 1 0,6050 4,27 0,040
(1) x (2) 2 0,5840 4,12 0,018
(1) x (3) 1 0,0750 0,53 0,468
(2) x (3) 2 0,0200 0,14 0,866
(1) x (4) 1 0,0070 0,05 0,823
(2) x (4) 2 0,0190 0,13 0,875
(3) x (4) 1 0,0160 0,11 0,736
(1) x (2) x (3) 2 0,1950 1,37 0,255
(1) x (2) x (4) 2 0,0040 0,03 0,971
(1) x (3) x (4) 1 0,0070 0,05 0,823
(2) x (3) x (4) 2 0,0070 0,05 0,951
(1) x (2) x (3) x (4) 2 0,0080 0,06 0,946
Residuo 224 0,1420

* Significativo ao nivel de 1%.
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Tabela A51 - Sumario da anélise de variancia para avaliacdo de logaritmo de

ufc/mL para o microrganismo Candida glabrata, para o teste de adeséo do biofilme

multiespécies. Araraquara 2013.

Efeito Graus de Média F p
liberdade quadrética
Verniz (1) 1 0,0050 0,10 0,784
Concentracéo (2) 2 0,0080 0,10 0,889
Superficie (3) 1 0,7990 11,90 0,001
Saliva (4) 1 0,0490 0,70 0,395
(1) x(2) 2 0,1350 2,00 0,138
(1) x () 1 0,0190 0,30 0,596
(2) x (3) 2 0,0100 0,20 0,858
(1) x (4) 1 0,1180 1,80 0,186
(2) x (4) 2 0,0030 0,00 0,961
(3) x (4) 1 0,0350 0,50 0,474
(1) x (2) x (3) 2 0,2220 3,30 0,039
(1) x (2) x (4) 2 0,1190 1,80 0,174
(1) x (3) x (4) 1 0,0770 1,10 0,286
(2) x (3) x (4) 2 0,0860 1,30 0,283
(1) x (2) x (3) x (4) 2 0,0450 0,70 0,512
Residuo 224 0,0670

* Significativo ao nivel de 1%.

Tabela A52 - Sumario da andlise de variancia para avaliacdo de logaritmo de

ufc/mL para o microrganismo Streptococcus mutans, para o teste de adesao do

biofilme multiespécies. Araraquara 2013.

Efeito Graus de Média F p
liberdade quadratica
Verniz (1) 1 0,0070 0,10 0,745
Concentracéo (2) 2 0,0570 0,90 0,428
Superficie (3) 1 0,7090 10,60 0,001
Saliva (4) 1 0,1890 2,80 0,094
(1) x(2) 2 0,1380 2,10 0,129
(1) x (3) 1 0,0600 0,90 0,342
(2) x (3) 2 0,0140 0,20 0,816
(1) x (4) 1 0,1140 1,70 0,192
(2) x (4) 2 0,0210 0,30 0,731
(3) x (4) 1 0,0440 0,70 0,416
(1) x (2) x (3) 2 0,3120 4,70 0,010
(1) x (2) x (4) 2 0,0280 0,40 0,653
(1) x (3) x (4) 1 0,0680 1,00 0,314
(2) x (3) x (4) 2 0,0680 1,00 0,360
(1) x (2) x (3) x (4) 2 0,0210 0,30 0,731
Residuo 224 0,0670

¢ Significativo ao nivel de 1%.
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Tabela A53 - Sumario da analise de variancia para avaliagdo de absorbancias
do método XTT, para o teste de formacao do biofilme multiespécies. Araraquara 2013.

Efeito Graus de Média F p
liberdade quadratica
Verniz (1) 1 0,5656 9,77 0,002
Concentracéo (2) 2 0,9984 17,25 <0,001
Superficie (3) 1 2,0910 36,13 <0,001
Saliva (4) 1 1,8524 32,01 <0,001
(1) x(2) 2 0,2267 3,92 0,021
(1) x(3) 1 1,2361 21,36 <0,001
(2) x (3) 2 0,1703 2,94 0,055
(1) x (4) 1 0,1595 2,76 0,098
(2) x (4) 2 0,0057 0,10 0,906
(3) x (4) 1 0,2614 4,52 0,035
(1) x (2) x (3) 2 0,0426 0,74 0,480
(1) x (2) x (4) 2 0,1653 2,86 0,060
(1) x (3) x (4) 1 0,4069 7,03 0,009
(2) x (3) x (4) 2 0,2506 4,33 0,014
(1) x (2) x (3) x (4) 2 0,0345 0,60 0,552
Residuo 224 0,0579

" Significativo ao nivel de 1%. Nota: o resultado da aplicacfo do teste de Tukey est& resumido na

Tabela 3

Tabela A54 - Sumario da analise de variancia para avaliacdo de logaritmo de

ufc/mL para o microrganismo Candida albicans, para o teste de formagéo do

biofilme multiespécies. Araraquara 2013.

Efeito Graus de Média F p
liberdade quadratica
Verniz (1) 1 0,3070 1,46 0,228
Concentracao (2) 2 0,6420 3,06 0,049
Superficie (3) 1 1,3580 6,46 0,012
Saliva (4) 1 0,3890 1,85 0,175
1) x(2) 2 0,1390 0,66 0,516
(1) x (3) 1 0,4550 2,17 0,142
(2) x (3) 2 0,0800 0,38 0,683
(1) x (4) 1 0,1580 0,75 0,387
(2) x (4) 20,2470 1,17 0,311
(3) x (4) 1 0,9120 4,34 0,038
(1) x(2) x (3) 2 0,0700 0,33 0,716
(1) x (2) x (4) 2 0,1980 0,94 0,392
(1) x (3) x (4) 1 0,0760 0,36 0,549
(2) x (3) x (4) 2 0,0820 0,39 0,677
(1) x (2) x (3) x (4) 2 0,4170 1,99 0,140
Residuo 224 0,2100
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Tabela A55 - Sumério da anélise de variancia para avaliacdo de logaritmo de

ufc/mL para o microrganismo Candida glabrata, para o teste de formagao do biofilme

multiespécies. Araraquara 2013.

Efeito Graus de Média F p
liberdade quadratica
Verniz (1) 1 0,0770 0,34 0,562
Concentracéo (2) 2 0,0220 0,10 0,909
Superficie (3) 1 0,7730 3,37 0,068
Saliva (4) 1 0,5100 2,23 0,137
1) x(2) 2 0,2000 0,87 0,419
(1) x (3) 1 0,4810 2,10 0,149
(2) x (3) 2 0,1720 0,75 0,474
(1) x (4) 1 0,0310 0,13 0,714
(2) x (4) 2 0,2590 1,13 0,324
(3) x (4) 1 0,1260 0,55 0,459
(1) x(2) x(3) 2 0,0710 0,31 0,733
(1) x (2) x (4) 2 0,0800 0,35 0,706
(1) x (3) x (4) 1 0,0540 0,23 0,629
(2) x (3) x (4) 2 0,0700 0,30 0,738
D) x(2) x (3) x (4) 2 0,2420 1,06 0,350
Residuo 224 0,2290

Tabela A56 - Sumario da analise de variancia para avaliacdo de logaritmo de

ufc/mL para 0 microrganismo Streptococcus mutans, para o teste de formagéo do

biofilme multiespécies. Araraquara 2013.

Efeito Graus de Média F p
liberdade quadratica
Verniz (1) 1 0,7230 2,22 0,137
Concentracao (2) 2 0,0050 0,02 0,985
Superficie (3) 1 0,4380 1,35 0,247
Saliva (4) 1 1,3840 4,26 0,040
(1) x(2) 2 0,1270 0,39 0,676
(1) x (3) 1 0,9340 2,87 0,092
(2) x (3) 2 0,4010 1,23 0,293
(1) x (4) 1 0,4700 1,45 0,231
(2) x (4) 2 0,1080 0,33 0,718
(3) x (4) 1 0,0040 0,01 0,912
(1) x(2) x(3) 2 0,1910 0,59 0,556
(1) x (2) x (4) 2 0,0670 0,21 0,814
(1) x (3) x (4) 1 0,1510 0,47 0,496
(2) x (3) x (4) 2 0,2280 0,70 0,496
(1) x(2) x (3) x (4) 2 0,0770 0,24 0,788
Residuo 224 0,3250
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