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Toda C. Avaliacdo da atividade antimicrobiana de um reembasador resiliente combinado a
um polimero antimicrobiano sobre a formacao de biofilme [Tese de Doutorado]. Araraquara:

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2013.

RESUMO

Este estudo avaliou a atividade antimicrobiana de um reembasador resiliente Coe Soft®
(RRCS) combinado ao polimero antimicrobiano poli (2 tert-butilaminoetil) metacrilato
(PTBAEMA) sobre formacao de biofilme de Staphyloccocus aureus, Streptococcus mutans e
Candida albicans. Espécimes circulares (15mm x 3mm) do RRCS foram confeccionados
(n=27), esterilizados, divididos em trés grupos de acordo com as concentragcbes de
PTBAEMA a 0% (controle), 10% e 25% e individualmente inoculados em tubos de falcon
contendo 5mL de caldo RPMI para os fungos, TSB para S. aureus e BHI para S. mutans e
mantidos em overnight a 37°C em incubadora com agitacdo orbital a 75rpm, sendo o S.
mutans em microaerofilia. Ap6s a inoculacdo dos espécimes seguiu-se a formacgdo e
maturacdo do biofilme a 37°C sob agitacdo orbital a 75rpm. Em seguida cada espécime foi
transferido para tubos contendo PBS e dilui¢Ges seriadas foram realizadas. Aliquotas dessas
diluicbes foram semeadas em placas de Petri e incubadas a 37°C por 48h. Os dados obtidos
foram transformados em log (UFC+1)/mL, considerando-se 0=0,05. Os resultados
demonstraram que o grupo contendo 25% de PTBAEMA inibiu completamente a formacao
de biofilme de S. aureus e S. mutans. Uma reducéo significativa na contagem de S. aureus e
S. mutans (Kruskal- Wallis e Dunn; p=0,001) para o grupo contendo 10% de PTBAEMA foi
observada quando comparada aos valores encontrados nos respectivos grupos controle. Para

C. albicans néo foi encontrada diferenca significante entre grupos contendo PTBAEMA e o



grupo controle (ANOVA,; p>0,05). Conclui-se que os RRCS contendo 10% e 25% de
PTBAEMA inibiram a formac&o de biofilme de S. aureus e S. mutans. Entretanto ndo teve

efeito significante na formacéo de biofilme de C. albicans.

Palavras-chave: Materiais dentarios; reembasadores de dentadura, biofilme.



Toda C. Evaluation of antimicrobial activity of the resilient soft liner combined with
aantimicrobial polymer on biofim formation [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de

Odontologia da UNESP; 2013.

ABSTRACT

This study evaluated the antimicrobial activity of the resilient reliner Coe Soft ® (RRCS)
combined with antimicrobial polymer poly (2-tert butylaminoethyl) methacrylate
(PTBAEMA) on Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans and Candida albicans biofilm
formation. RRCS circular specimens were prepared (n=27), sterilized, divided into three
groups according to PTBAEMA concentrations of 0% (control), 10% and 25% and
inoculated into individual falcon tubes containing 5 mL of RPMI broth for fungi, TSB for S.
aureus and BHI for S. mutans and kept overnight at 37°C with orbital shaking incubator at
75rpm, and S. mutans in microaerophilic. The specimens’ inoculations were followed by
biofilm formation and its maturation at 37°C under orbital shaking at 75rpm. After that, each
sample was transferred to tubes containing PBS and serial dilutions were performed. Aliquots
of these dilutions were plated in Petri dishes and incubated at 37°C for 48h. The data were
transformed into log (CFU +1)/mL, considering o = 0.05. The results showed that the group
containing 25% of PTBAEMA inhibited completely biofilm formation of S. aureus and S.
mutans. A significant reduction in counts of S. aureus and S. mutans (Kruskal- Wallis and
Dunn; p = 0.001) were found in group containing 10% of PTBAEMA when compared to the
values in the corresponding control groups. C. albicans had no significant differences
between groups containing PTBAEMA and the control group (ANOVA; p> 0.05). It is

concluded that the RRCS containing 10% and 25% PTBAEMA inhibited the biofilm



formation of S. aureus and S. mutans. However, no significant effect was found on C.

albicans biofilm formation.

Keywords: Dental material, denture liners, biofilm.
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1 INTRODUCAO

O uso de materiais reembasadores resilientes tem sido largamente indicado
para cobrir a superficie interna das préteses totais ou proteses parciais removiveis que estdo
em contato com a mucosa oral objetivando o tratamento e condicionamento do tecido
injuriado ou em casos de poOs cirurgia em pacientes com protese total imediata. Quando
utilizado, esse material proporciona ao paciente conforto, reduz a friccdo da protese sobre a
mucosa e diminui a transmissdo de forcas sobre o rebordo residual®’. Embora seu uso seja
uma pratica cada vez mais comum € preocupante seu envolvimento na microbiota oral e na
formagcéo de biofilme®.

Os materiais reembasadores resilientes sdo classificados em dois tipos, os de
longo prazo e os de curto prazo, de acordo com sua utilizacdo”.

Os reembasadores resilientes de longo prazo sdo chamados forradores e sdo
utilizados como medida terapéutica para 0s pacientes que ndo podem tolerar estresses
induzidos pela protese como superficialidade do nervo mentoniano, crista alveolar
reabsorvida ou atrofiada e contra-indicag®es cirtrgicas®’.

Os materiais reembasadores resilientes de curto prazo sédo os condicionadores
de tecido. Esses materiais sdo de uso temporario e tém sua indicacdo principal em préteses
totais imediatas ou de transicdo, durante a primeira fase de reabsorcdo déssea alveolar. Além
disso, sdo também indicados para tratamento e condicionamento de tecidos irritados e/ou pés-
cirargicos. Esses produtos apresentam propriedades elasticas e visco-elasticas que resultam
numa distribuicdo uniforme da carga mastigatoria na mucosa subjacente e no amortecimento
das forcas de mastigacéo”.

A grande desvantagem esta associada a baixa efetividade de limpeza, visto

que, frequentemente, pacientes relatam sabor e odor desagradaveis™, fato esse que ocorre em

funcdo de que, com o passar do tempo, o material mostra-se mais rigido e poroso, facilitando
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0 acimulo de detritos alimentares e o crescimento de microrganismo, proporcionando um
meio favoravel ao desenvolvimento de infecdes®®,

Portanto a colonizacdo de microrganismos na superficie das proteses pode
induzir uma resposta inflamatoria crénica na mucosa oral, caracterizada pela presenca de area
eritematosa que mantém contato com a prétese, denominada estomatite protética®’**+°%",

Embora a etiologia da estomatite protética seja considerada multifatorial, a
infeccdo por Candida spp., especialmente Candida albicans, € considerada o principal fator
etiol6gico™®?. Entretanto, outras espécies sdo frequentemente encontradas, como C. glabrata,
C. tropicalis, C. krusei e C. dubliniensis, além de bactérias como S. mutans e S. sanguinis e
eventualmente espécies extra-orais tais como Staphylococcus spp., Pseudomonas spp. ou
Enterobacteriaceae’ 24",

Idade, género, deficiéncias nutricionais, antibidticos de amplo espectro,
imunossupressores e alteragdes no mecanismo imunolégico também sdo considerados como
agentes etiolégicos dessa patologia®™ .

Fatores locais associados a protese como pobre higiene oral, trauma local
causado pelo aparelho protético, seu uso continuo e alteracfes no pH da saliva também séo
predominantes no desenvolvimento da estomatite protética™®>.

Dessa forma, na tentativa de reduzir ou evitar a proliferacdo de
microrganismos na superficie de materiais reembasadores resilientes, diversos autores
investigaram a incorporacdo de agentes antimicrobianos como nistatina, miconazol,
fluconazol, itraconazol, clorexidina, triclosan, zeélito de prata e zinco e didxido de titanio em
condicionadores de tecidg®!823:24:30424355.72.74

Entretanto, uma vez que o efeito antimicrobiano desses materiais se da pela

liberagdo gradual dos compostos alguns estudos tém demonstrado que esses agentes perdem
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as propriedades antimicrobianas com o tempo, podem levar a efeitos toxicos na mucosa do
paciente, bem como aumentar a deterioracéo do material®.

A incorporagdo de substdncias com propriedades antimicrobianas aos
materiais reembasadores resilientes que ndo fossem liberados mantendo com isso as
propriedades antimicrobianas do material seria uma alternativa.

O polimero antimicrobiano poli (2 tert-butilaminoetil) metacrilato
(PTBAEMA) se caracteriza como uma substancia policationica e atua na permeabilidade da
membrana celular causando substancial dano a essa membrana e com isso resultando na
morte do microrganismo®2:"°. Alguns estudos sugerem a baixa toxicidade do polimero além
de ndo causar resisténcia bacteriana®®°%. Assim a substancia vem sendo incorporada a tubos
de polietileno, aco inoxidavel com intuito de eliminar ou reduzir a aderéncia de
microrganismos nas superficies desses materiais e resultados promissores tém sido
observados®®®?,

Este polimero, ao ser incorporado, reage com o0 mondmero e com isso libera
grupo amino em uma das extremidades da sua cadeia polimérica, o que Ihe confere uma alta
atividade antimicrobiana®**°. O grupo amino causa substituic&o de fons cations da membrana,
seguida de desorganizacdo e lise celular®. Assim, o contato da célula com a superficie
contendo este grupo é suficiente para promover um efeito biocida®.

Estudo tem mostrado que a incorporacao deste polimero em resinas de base

1733 'mas em materiais reembasadores este

protética causa efeito bactericida e ndo fungicida
efeito ndo foi ainda estudado.

Com intuito de desenvolver uma alternativa vidvel para reduzir ou impedir o
crescimento de microrganismos na superficie de materiais reembasadores resilientes e

possibilitar melhorias na qualidade de vida de usuarios de préteses removiveis quando

fizerem uso desses materiais, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de
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um material reembasador resiliente combinado ao polimero antimicrobiano poli (2 tert-
butilaminoetil) metacrilato sobre a formacéo de biofilme.

A hip6tese nula deste estudo foi que a incorporacdo do PTBAEMA (10% ou
25%) ndo alteraria a formacdo de biofilmes de trés espécies de microrganismos testadas

(Staphyloccocus aureus, Streptococcus mutans e Candida albicans).



2 Reuisdo da Literatura



21

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Biofilme

Biofilme é uma comunidade microbiana aderida numa superficie, com células
que formam microcolbnias revestidas por uma complexa matriz de polissacarideos
extracelular produzida e formada em resposta a uma variedade de estimulos ambientais e
fisicos, tais como elevada densidade celular, nutricdo e tensdes fisicas. Esta comunidade
autossuficiente e protegida permite que o biofilme atue como um ninho de disseminagéo de
microrganismo e infeccdes. O biofilme oral pode ser formado por bactérias e fungos
patogénicos>?.

Em 2001, Dolan? descreveu o processo de formacéo de biofilme. Bactérias e
fungos patogénicos podem formar biofilmes mistos ou puros. Caracteristicas do substrato tem
um significante efeito na adesdo do biofilme. Em geral, maior rugosidade e hidrofobicidade,
desenvolve biofilme mais rapidamente. As células aderidas a superficie se dividem, formam
microcoldnias e produzem uma matriz extracelular. Os canais de 4gua encontrados na matriz
transportam nutrientes e/ou oxigénio. O modo de crescimento do biofilme confere aos
microrganismos uma significativa resisténcia aos antimicrobianos. Embora os mecanismos da
formacédo de biofilme, crescimento e resisténcia microbiana tenham sido investigados, ainda
existe uma necessidade de tratamentos eficazes contra microrganismos associados em
biofilme.

Hornby et al.”’

, em 2001, isolaram e caracterizaram uma molécula extracelular
Quoérum Sensing (QSM) responsavel pelo tamanho do indculo de C. albicans. O QSM é um
fendmeno mais conhecido nos organismos procariéticos, mas também tem sido sugerido nos

eucarioticos, como o farnesol. Os autores identificaram a molécula extracelular farnesol que

pode agir no fator de viruléncia da C. albicans. Entretanto, sua excre¢do pode ser diferente in
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vivo e in vitro. As propriedades lipofilicas do farnesol livre podem ter sua localizacdo
favoravel na membrana e assim alterar a solubilidade da membrana das células hospedeiras.

Em 2003 (Nikawa et al.*®) a formagdo de biofilme de Candida albicans nas
superficies de materiais reembasadores resilientes, associado ao uso de solucbes limpadoras
de protese foi estudada. Sete reembasadores resilientes (Soften, Nissin soft reverse, Mollosil,
Evatouch, Tokuyama soft relining, GC denture relining, Molloplast B) sofreram deterioracéo
artificial pela imersdo em trés tipos de solugdes limpadoras de protese (perdxido alcalino,
peréxido neutro com enzima e enzima) durante 180 dias para que o crescimento fngico e
formacdo de biofilme fossem estudados. Onze espécimes de cada material foram submersos
em cada solucdo limpadora durante 8 horas, em temperatura ambiente, e lavados
abundantemente em agua corrente e agua destilada. Em seguida foram submersos em agua
destilada durante as 24 horas restante a 37°C. Esse processo foi repetido durante 180 dias.
Dois espécimes, dos onze confeccionados, foram submetidos a andlise de rugosidade de
superficie, enquanto os outros 8 espécimes foram utilizados para o ensaio microbiolégico. O
pH do meio e adenosina trifosfato (ATP) foram avaliados. O estudo demonstrou que 0s
materiais reembasadores resilientes, incluindo suas composi¢es, mostraram inibicdo no
crescimento de C. albicans, resultando num efeito inibitério sobre a colonizacdo fungica ou
formacdo de biofilme. A formacdo de biofilme flngico nos reembasadores deteriorados
variou conforme a combinacdo do material resiliente e solucdo limpadora. A relacdo entre a
formacdo de biofilme e rugosidade de superficie das amostras foi analisada. Entretanto,
nenhuma correlacdo significativa foi observada. Os autores sugerem que o uso diario de
solucbes limpadoras de préotese pode promover uma formacdo de biofilme fldngico na
superficie do material reembasador resiliente.

Park et al.*® (2003) estudaram a capacidade de reducéo na adesdo de Candida

albicans em uma superficie modificada de resina protética. O material tem uma carga
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negativa incorporada pela copolimerizacdo do acido metacrilico ao metil metacrilato. Quatro
grupos de polimetil metacrilato (PMMA), sendo um controle e, 3 grupos de PMMA
modificado (MPMMA), nas concentracdes de 5%, 10% e 20% de &cido metacrilico, foram
analisados. Os espécimes (11x5mm) foram colocados em uma suspensdo de C. albicans e as
células aderidas foram coradas com cristal violeta. A superficie de area de adesdo foi
examinada utilizando um computador de imagem com aumento de 25x. A média de
porcentagem de adesdo da Candida foi comparada entre o grupo controle e cada grupo
experimental. O aumento da concentracdo de acido metacrilico incorporado ao PMMA
diminuiu a area de adesdo de C. albicans, com uma reducdo significativa no grupo contendo
10% de acido metacrilico, além de existir uma correlacdo entre a superficie de adesdo do
fungo e medida de angulo de contato. O &cido metacrilico aumentou a energia de superficie
da resina. Os resultados deste estudo reforcam a interacao eletrostatica na adesao e introducao
de um método efetivo na reducdo de adesao de C. albicans em superficie de PMMA através
da modificacdo da carga superficial de biomateriais poliméricos.

Thein et al.®®

, em 2006, estudaram 8 espécies de bactérias orais aerébicas e
anaerobicas sobre a formacdo de biofilme de C. albicans. Um protocolo de formacdo de
biofilme interagindo com a C. albicans foi realizado. Em seguida, o nimero de células
viaveis foi quantificado e a ainda a formacdo de biofilme foi confirmada por meio de
microscopia eletronica de varredura. Resultados demonstraram que culturas de bactérias
tiveram efeito sobre a formacdo de biofilme de C. albicans, onde altas concentracdes de
bactérias reduziram o desenvolvimento do fungo, com excecdo do Lactobacillus acidophilus,
Streptococcus mutans e Streptococcus intermedius. Concluiu-se, de maneira quantitativa e

qualitativa, que as bactérias modulam a formacdo de biofilme de C. albicans em ambientes

multiespécies como a cavidade oral.



24

Teughels et al.®®

(2006) em uma revisdo sistematica, avaliaram criticamente o
impacto das caracteristicas da superficie (energia de superficie, rugosidade, composicéo
quimica do substrato) na formacdo de um novo biofilme, especialmente supragengival e
pequena extensdo subgengival. Quando um microrganismo e um substrato se encontram em
um ambiente aquoso, uma pelicula é imediatamente formada sobre a superficie do substrato.
A pelicula consiste em numerosos componentes, incluindo glicoproteinas, prolinas,
fosfoproteinas, enzimas e outras moléculas, que podem funcionar como sitios de adesao
(receptores) para as bactérias. Streptococcus e Actynomices sdo os primeiros colonizadores.
Depois da formacdo dessa camada inicial, a formagdo do biofilme pode se iniciar com a
multiplicacdo das espécies aderidas e/ou adesdo de novas espécies. Concluiram que a
rugosidade de superficie facilita a formacdo de biofilme. Além disso, o tipo (composicéo
quimica) do substrato ou o tipo de cobertura superficial também influenciam em sua
formagéo.

Em 2007, Avon et al.® avaliaram o biofilme oral in vivo utilizando uma nova
metodologia para entender melhor a organizagdo do biofilme de Candida da estomatite
protética. Vinte e um voluntarios usuarios de protese total maxilar, sendo 12 com diagnoéstico
de estomatite protética crénica e 9 com mucosa palatina saudavel foram selecionados. Discos
de resina acrilica autopolimerizavel, com 3mm de didmetro, personalizados, foram inseridos
dentro de uma cavidade preparada na superficie da protese maxilar em contato com a
mucosa. Proximo ao disco de resina acrilica, um disco de papel autoadesivo foi posicionado
para comparacao entre as duas amostras das duas diferentes técnicas. O biofilme foi coletado
em diferentes periodos de tempo (1 hora, 2 horas, 2 dias ou 1 semana) e os dados descritivos
foram obtidos através do escaneamento por microscopia eletronica. Inicialmente os autores
observaram diferencas na organizacdo do biofilme comparando-se as duas amostras,

entretanto, tais diferencas tornaram-se sutis a medida que o periodo de observacdo
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aumentava. Independentemente da técnica, as amostras variaram entre os participantes quanto
a densidade dos microrganismos e padrdo arquiteténico da estrutura do biofilme. Em geral,
formacdo de biofilme protético foi maior quando os discos estavam localizados em areas
afetadas por estomatite protética. A nova técnica de amostragem fornece informacGes
confiaveis com tempo controlado de formacao de biofilme protético em seu ambiente natural.

Pereira-Cenci et al.>" (2008) investigaram a interacdo entre a C. albicans e C.
glabrata ou S. mutans em biofilmes formados em diferentes superficies (hidroxiapatita- HA,
polimetil metacrilato- PMMA e reembasador resiliente- SL), com ou sem saliva. A contagem
de microrganismos viaveis da camada de biofilme acumulada foi determinada e convertida
em UFC/mL. Microscopia confocal foi utilizada para caracterizar e quantificar o nimero de
hifas dos biofilmes formados em cada condicdo testada. Contagem de C. albicans e C.
glabrata diminui na ordem HA > PMMA > SL. Nos espécimes cobertos por saliva houve
menor crescimento de C. glabrata que nos espécimes nao cobertos. Glucose e presenca de S.
mutans impediu a formacéo de hifas de C. albicans. A formagdo de biofilme de C. albicans
aumentou com a presenca de S. mutans e a C. albicans apresentou um sinergismo com a C.
glabrata. As duas espécies de biofilme de Candida foram influenciadas significativamente
pela saliva, tipo de substrato e presenca de outros microrganismos.

Ishijima et al.?® (2012) avaliaram um microrganismo oral probidtico comensal
ndo patogénico, Streptococcus salivarius K12, quanto a sua habilidade em modular o
crescimento in vitro da C. albicans, além de sua atividade terapéutica em um modelo
experimental de candidiase oral. Uma inibi¢cdo no crescimento micelial da C. albicans foi
determinada. A adicdo de S. salivaris K12 no meio RPMI em culturas de C. albicans
diminuiu a adesdo do fungo na superficie plastica da placa de Petri, numa proporcao dose-
dependente. Pré- culturas de S. salivarius K12 potencializaram a atividade inibitéria de

adesdo da C. albicans. Apesar do S. salivarius K12 nédo ser fungicida, inibiu a adesdo do
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fungo ao substrato preferencialmente na forma de hifas que em leveduras. Para determinar o
potencial anti-infeccioso atribuido ao S. salivarius K12 em candidiase oral, o probiotico foi
administrado em ratos com candidiase oral induzida. O tratamento protegeu
significativamente os ratos com a doenca severa. Estes achados sugerem que o S. salivarius
K12 pode inibir o processo de invasdo de C. albicans em mucosas e sua adesdo em
superficies de resina acrilica de proteses por mecanismos nao relacionados com atividade
antimicrobiana de antibi6ticos. Segundo os autores, o S. salivarius K12 pode ser Gtil como
uma ferramenta probidtica protetora no cuidado oral e casos de candidiase.

Brusca et al.* (2013) avaliaram o mecanismo de interagdo microbiana entre o
patdgeno oral C. albicans e S. mutans. Os autores observaram que, nas condicOes
experimentais, a concentracdo final de S. mutans, com crescimento individual, foi 5 vezes
maior que a concentracdo final de C. albicans isolada. Entretanto, quando os dois
microrganismos cresciam juntos, esses valores eram inversos, e a concentracdo final de C.
albicans era bem mais alta que de S. mutans. Estes resultados mostraram que o0 crescimento
inicial das duas espécies quando cultivadas juntas foram influenciadas de maneira positiva.
Contudo, num tempo maior de incubacdo, a C. albicans previne o crescimento bacteriano e
alcanca concentracdes 4 vezes maior que quando cultivada isoladamente. O estudo sugeriu
que a formacdo de biofilme de C. albicans pode ser potencializada pela presenca de S.
mutans através de dois mecanismos: sinergismo num primeiro e curto periodo e competicao

por longos periodos.

2.2 Incorporacdo de antimicrobianos
El-Charkawi et al.?*, em 1994, estudaram a incorporacdo de dois agentes
antimicrobianos (nistatina e polinoxilina) em trés materiais reembasadores (Acrostone,

Raplon e Ufi-gel). A atividade antimicrobiana, as propriedades mecanicas e a composi¢ao
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quimica foram avaliadas. A adicdo de nistatina a 3%, 5% e 10% apresentou efeito
antimicrobiano contra Candida albicans durante 4, 16 e 32 semanas, respectivamente. As
propriedades mecanicas avaliadas como tenséo de tragéo, de compressdo e de cisalhamento
ndo foram afetadas pela incorporacéo de nistatina. Entretanto, apenas em altas concentracfes
(40%, 50% e 60%) de polinoxilina apresentou efeito antimicrobiano (6, 8 e 28 dias,
respectivamente), além de efeitos deletérios as propriedades mecéanicas avaliadas. Ndo houve
interagdo quimica entre os materiais reembasadores e 0s agentes antimicrobianos testados.

Em 1994, Truhlar et al.” avaliaram in vitro a atividade antifingica do Visco-
gel e Lynal (materiais reembasadores) impregnados com diferentes concentragdes de nistatina
(0 U, 100.000 U, 300.000 U, 500.000 U e 1.000.000 U) durante 14 dias em meio aquoso e
ndo aquoso. O reembasador Visco-gel com nistatina exibiu maior atividade antiflngica
quando comparado ao Lynal contendo nistatina. Os reembasadores contendo nistatina
apresentaram rapida reducdo da atividade antifngica entre os dias 0 e 2, seguida de um platé
que foi reduzindo gradualmente até perder sua atividade inibitéria. Em ambiente aquoso,
1.000.000 U de nistatina sdo necessarios para manter um nivel adequado de atividade
antifingica. Além disso, os reeembasadores demonstraram uma reducdo na atividade
antifungica proporcional ao tempo de exposi¢do a agua.

Em 1997, Matsuura et al.** pesquisaram o efeito antimicrobiano de cinco
condicionadores de tecido (Visco-gel, GC Soft Liner, Fitt, SR Ivoseal e Shofu Tissue
Conditioner) contendo 2% de zedlito de prata frente a Candia albicans, Staphylococus aureus
e Pseudomonas aeruginosa. Espécimes medindo 10 x 10 x 2,5mm foram confeccionados e
divididos em grupos com ou sem incorporacdo de zedlito de prata (controle). O efeito
antimicrobiano dos grupos foi avaliado pela porcentagem de células viaveis (CFU) em
suspensdo microbiana (100uL) de solucdo tampéo-fosfato com ou sem imersdo em saliva

artificial por quatro semanas. O limite que caracterizava o efeito antimicrobiano foi
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determinado em 0,1% de CFU. Os condicionadores contendo ze6lito de prata mostraram um
efeito antimicrobiano contra C. albicans, S. aureus e P. aeruginosa durante as quatro
semanas estudadas.

Também em 1997, Nikawa et al.*?

estudaram o efeito do zeolito de prata
(Zeomic®) combinado aos condicionadores de tecido GC Soft Liner e Coe Comfort, nas
concentracfes 0%, 1%, 2%, 3%, 4% e 5% no crescimento e/ou producdo de acido de C.
albicans. O efeito da incorporagdo desses agentes na propriedade fisica também foi avaliado.
Os autores demonstraram que o efeito inibitério do crescimento da C. albicans foi dose-
dependente. A propriedade fisica avaliada ndo apresentou diferenca significante entre os
grupos controle e aqueles que continham as diferentes concentracBes de zedlito de prata.
Concluiram que a adicdo de zedlito de prata aos condicionadores de tecido poderia auxiliar
no controle de placa bacteriana formada nas proteses.

Chow et al.™ (1999) incorporaram diferentes antiflingicos (nistatina,
fluconazol e itraconazol) em trés condicionadores de tecido (Coesoft, Viscogel e FITT) e
investigaram o método de liberacdo destas substancias. Apds a incorporacao das drogas nas
concentragdes 1, 3, 5, 7, 9 e 11 % nos condicionadores de tecido, estes foram introduzidos em
orificios realizados no meio Sabouraud agar das placas de Petri, previamente inoculadas com
C. albicans. Apds incubacdo por diferentes periodos de tempo, realizou-se a mensuracao do
halo de inibicdo formado. Os resultados demonstraram que os orificios contendo apenas
condicionadores de tecido, sem incorporacdo de antifingicos, ndo demonstraram inibicao
efetiva do crescimento dos microrganismos. O pico de atividade dos antifungicos se deu entre
65 e 89 horas, seguida de um plat6. O itraconazol apresentou maior atividade fungicida que o
fluconazol, enquanto que a nistatina apresentou a menor atividade. A concentracdo mais
efetiva para quase todas as combinacBes foi de 5%. Os autores concluiram que, para o

tratamento da estomatite protética, recomenda-se a combinacdo de itraconazol a 5% com Coe
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Soft ou Fitt e devido ao pico da atividade antiflngica ser de trés dias, sugere-se a substituicdo
deste material o mais breve apds este periodo.

Lefebvre et al.*, 2001, investigaram o efeito antimicrobiano e citotdxico da
adicdo de Microban® (triclosan) em um material reembasador. Discos (5x1mm) de
PermaSoft® com e sem Microban incorporado foram confeccionados. Para a avaliacdo da
citotoxicidade, fibroblastos de ratos foram cultivados, distribuidos em pocos de placas onde
foram posicionados os corpos de prova. O teste colorimétrico MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-
2,5difenil brometo de tetrazolina) foi realizado. O efeito antimicrobiano do Microban® foi
avaliado com corpos de prova inoculados em solucdo com cepas de C. albicans a 37°C por 48
horas. Os corpos de prova foram lavados e agitados em ultrassom e as solucgdes resultantes
foram diluidas, semeadas e incubadas a 37°C por 24 horas. O nimero de colénias foi contado.
Os autores concluiram que a adi¢do de Microban® ndo alterou a citotoxicidade do PermaSoft
e também ndo reduziu a adesdo do fungo apos 24 horas.

Em 2006 Pesi-Bardon et al.>® determinaram a porcentagem necesséaria de
amonia quaternaria em resina acrilica termo polimerizada para obter uma base de prétese
com propriedade antissépticas. Discos de resina acrilica contendo de 0% (controle), 2%, 5%,
10%, 20%, 30%, 40% e 50% de polimero aménia foram confeccionados e armazenados em
saliva artificial durante quatro semanas. Os discos de resina foram incubados por 24 horas
com Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans.
O crescimento microbiano foi verificado em 0 e 24 horas. O limite para efeito antimicrobiano
foi determinado em 0,1% de células viaveis. Espécimes de resina com amdnia apresentaram
efeito bactericida para E. coli e S. aureus na concentracdo de 2% e para P. aeruginosa na
concentragdo de 10%. Efeito fungicida para C albicans na concentracdo de 50% foi

encontrado.
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No mesmo ano, Lenoir et al.*® incorporaram o biocida poli (2-tert-
butilmaminoetil) metacrilato (PTBAEMA) a um polimero de baixa densidade (LDPE) e
avaliaram a atividade antibacteriana frente a E. coli do polimero LDPE contendo 10% de
PTBAEMA. Amostras de LDPE (0,5x0,5cm) modificado com PTBAEMA foram suspensas
em tubos contendo solugédo salina estéril nas concentragdes 0,2; 0,3 e 0,4g/mL. Em seguida,
aliquotas de microrganismos foram inoculadas. Ap6s 20, 60 e 120 minutos aliquotas desta
suspensdo foram removidas e diluidas em série para semeadura em placas de Petri para entdo
seguir a contagem do numero de células viaveis. A atividade antibacteriana do LPDE
modificado também foi avaliada pelo teste de difusdo em &gar. Microscopia de transmissao e
varredura foi utilizada para avaliar as alteracbes morfoldgicas ocorridas nas células
bacterianas testadas. Os resultados demonstraram que 0,4g do material modificado por mL
eliminou todas as bactérias apds 120 minutos. No teste de difusdo em &gar, observou-se
auséncia do halo de inibicdo em torno das amostras de LDPE modificado com PTBAEMA,
demonstrando auséncia de liberacdo de composto ativo. Alteragbes estruturais nas
membranas das bactérias foram observadas. Os autores concluiram que o modo de agdo do
PTBAEMA é através do deslocamento de fons Ca®* e/fou Mg** da membrana externa da
bactéria que resulta em desorganizacdo e ruptura das células e morte do microrganismo.

152 estudaram a atividade

Também em 2006, Seyfriedsberger et a
antimicrobiana de superficies de um polietileno de baixa densidade composto por um
polimero biocida poly (2-tert-butilaminoetil) metacrilato em diferentes concentragdes (0%;
1,5%; 3,0% e 5,0%). A atividade antimicrobiana foi avaliada 24 horas apds o contato das
amostras com as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus pela contagem de
unidades formadoras de coldnia por mililitros (UFC/mL). O nimero de UFC/mL de S. aureus

apos 24 horas de contato entre microrganismo de todos os grupos contendo PTBAEMA foi

reduzido a zero. Para E. coli, apenas o grupo com 5% de PTBAEMA reduziu o nimero de
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microrganismo para zero. A formacdo de biofilme sobre as superficies do polietileno foi
avaliada pela mensuracdo de adenosina tri-fosfato (ATP) e foi detectada apds 12 e 16
semanas de incubacdo. Os autores ndo observaram prejuizos as propriedades mecanicas
avaliadas de acordo com 0 aumento da concentragdo de PTBAEMA.

Ignatova et al.?®, em 2006, avaliaram o efeito do recobrimento superficial de
um aco inoxidavel com poli (TBAEMA) e outros copolimeros de TBAEMA sobre a adeséo
de S. aureus. Para isso, as superficies de aco inoxidavel (2 cm?) foram esterilizadas e
colocadas em placas. Em seguida, uma aliquota de uma suspenséo contendo 1,5 x 10° células
de S. aureus foi pipetada por toda superficie do aco inoxidavel. Posteriormente, as amostras
foram incubadas por 37°C por 1 hora. O substrato em aco inoxidavel foi retirado da placa,
lavado e agitado por 5 segundos em ultrassom em um tubo contendo 5 mL de Tryptic Soy
Broth (TSB) com 5% Tween. Em seguida, foram realizadas dilui¢fes seriadas desta solucéo e
a semeadura em placas de Petri que foram incubadas a 37°C por 24 horas. Apds a incubacéo,
0 nmero de coldnias foi determinado. Os resultados demonstraram que, entre as superficies
de aco inoxidavel testadas, as revestidas por poli (TBAEMA-co-PEOMA), poli (TBAEMA) e
poli (TBAEMA-co-AA) reduziram a adesdo de S. aureus quando comparadas ao ago
inoxidavel ndo revestido (controle). Os autores concluiram que estes achados sdo de grande
interesse para implantes médicos e em outras aplicagdes ortopédicas.

Urban et al.”® (2006) estudaram a incorporacdo de agentes
antifungico/antimicrobiano a um condicionador de tecido (Softoner, Bosworth). Os grupos
formados foram: nistatina 500,000U (G1); 1,000,000U (G2); miconazol 125mg (G3) e
250mg (G4); ketoconazol 100mg (G5) e 200mg (G6); diacetato de clorexidina 5% (G7) e
10% (G8); sem nenhuma droga como grupo controle (G0). Os espécimes que continham
nistatina e miconazol exibiram particulas com tamanhos e formas irregulares e distribuidos de

maneira homogénea. Espécimes com ketoconazol apresentaram particulas esféricas pequenas
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com ligeira distribuicdo na matriz. Espécimes com clorexidina incorporada exibiram
particulas irregulares maiores que 50um dispersas na matriz. Este estudo in vitro concluiu
que a modificacdo do condicionador de tecido mostrou diferenca na distribuicdo e tamanho
das particulas dos agentes antiflingicos/ antimicrobianos.

Em 2007, Dhir et al.?° propuseram a adicdo de uma carga anionica a base
protética para inibir a adesdo de C. albicans e facilitar a absorcdo de células de defesa
presentes na saliva, avaliando as propriedades fisicas de uma resina acrilica para base
protética. Os autores adicionaram diferentes concentracfes de fosfato (10 e 20%) a uma
resina acrilica experimental e avaliaram a sorcdo, a solubilidade em &gua, a estabilidade de
cor e 0 manchamento, além de modulo e resisténcia a flexdo. Os resultados obtidos em
relagdo a estabilidade de cor, manchamento e solubilidade em &gua ndo foram diferenciais,
porém, a analise da sor¢do apresentou-se aumentada; o modulo e a resisténcia flexural
estavam diminuidos. Concluindo a pesquisa, 0s autores verificaram que a resina com 10% de
fosfato apresenta as melhores propriedades fisicas para uso.

Também em 2007, Shibata et al.** desenvolveram uma resina acrilica para
reembasamento protético (Natural Resin) com propriedades antifungicas através da adicéo de
dioxido de titanio (TiO,) e de didxido de titanio com apatita coaptada (Ap-TiO;) em quatro
concentragdes diferentes (0%, 1%, 5% e 10%). As concentracdes 5% e 10% apresentaram
atividade biocida, diminuindo significativamente o nimero de microrganismos, entretanto,
quanto maior a concentracdo de TiO, e Ap-TiO, menor era a resisténcia a flexdo. Segundo os
autores, isto ocorreu porque a adi¢do dos produtos acarretou num aumento da quantidade de
mondmero residual, causando uma acéo plastificante. A conclusio do trabalho foi constatado
que o complexo resina acrilica/Ap-TiO, a 5% tem efeito antimicrobiano e ainda assim

mantém as propriedades fisicas da resina acrilica.
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Thomassin et al.”” (2007) incorporaram o polimero poli(2-tert-butilaminoetil)
metacrilato (PTBAEMA) a um polipropileno (PP) e avaliaram suas propriedades
antimicrobianas frente a espécie de E. coli. Para isso, amostras de PP contendo 12,5 e 25%
em massa de PTBAEMA foram inoculadas com uma solucdo contendo 10° células/mL de E.
coli. Em intervalos regulares de tempo (20, 60 e 120 minutos), aliquotas desta solugdo foram
removidas e realizadas diluicdes em série (até 10°) e semeadas em placas de Petri as quais
foram incubadas a 37 °C durante a noite. Ap6s a incubacdo, o numero de células viaveis foi
determinado. Os resultados demonstraram uma atividade antibacteriana de longa duracéo,
que os autores justificaram como sendo em consequéncia da ligacdo das cadeias do
PTBAEMA ao polipropileno, o que o impediu de ser liberado.

Em 2008 Casemiro et al.*® avaliou a atividade antimicrobiana frente a Candida
albicans e Streptococcus mutans de resina acrilica contendo diferentes porcentagens de
zeolito de prata e zinco (0% - controle; 2,5%; 5,0%; 7,5% e 10%) e o efeito desta adi¢do nas
resinas acrilicas sobre a resisténcia flexural e resisténcia de forca de impacto. Os dados
mostraram que a adi¢do de 2,5% de Iraguard B5000 (zedlito de prata e zinco) apresentou
atividade antimicrobiana contra todas as cepas testadas. A resisténcia flexural e resisténcia a
forca de impacto diminuiram significativamente a partir da adicdo de 2,5% da substancia
testada. Os autores concluiram que a adicdo de zedlito de prata e zinco em resina acrilica
apresenta atividade antimicrobiana, porém pode afetar negativamente as propriedades
mecanicas, dependendo da porcentagem de zedlito incorporado.

Park et al.*’

(2008) investigaram dois métodos inovadores na reducdo da
adesdo de Candida albicans em resinas de base de protese através da modificacdo de suas
caracteristicas de superficie, pela incorporacao de uma superficie de carga e aplicacdo de um

polimero auto adesivo nas resinas. Trés grupos foram testados: controle (PMMA puro),

PMMA modificado com 16% de acido metacrilico para negativar a superficie da resina,
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PMMA tratada com um polimero autoadesivo. Vinte espécimes de resina para cada grupo
foram confeccionados e quatro subgrupos experimentais para cada tipo de superficie foram
divididos em 2, 4, 6 e 12 dias de incubacdo em suspensdo de C. albicans. A area de superficie
com C.albicans aderida foi corada com cristal violeta e examinada calculando a porcentagem
de area coberta pelo fungo. Apoés 2 dias, a resina modificada apresentou significativa reducao
nos niveis de C. albicans quando comparado ao grupo controle e ao grupo com o polimero
auto adesivo. Entretanto, os grupos de resina modificada e com o polimero autoadesivo
apresentaram menores niveis de C. albicans aderidas nos dias 4, 6 e 12, com diferenga
estatisticamente significante, quando comparado ao grupo controle. Concluiu-se que
modificacdo nas caracteristicas de superficie de biomateriais poliméricos ¢ um método
efetivo na reducéo de adeséao de C. albicans.

Em 2009, Monteiro et al.*, através de uma revisio de literatura, avaliaram
varias formas de incorporagdo de prata tais como zedlito de prata, nanoparticulas de prata e
fons de prata utilizadas como agente antimicrobiano frente a microrganismos e biofilme. De
acordo com os autores, as caracteristicas de liberacdo dos ions de prata dependem da natureza
da prata e da matriz polimérica utilizada. Além disso, tanto a prata elementar quanto ze6litos
de prata e nanoparticulas de prata podem ser utilizados como biomateriais antimicrobianos
para uma variedade de aplicacdes.

Radnai et al.®® (2010) avaliaram a efetividade de um antifingico gel
incorporado a um condicionador de tecido e inibicdo de C. albicans in vitro, ap6s
armazenamento em longo periodo em meio aquoso. Inicialmente (1° estagio) comparou-se 0
efeito inibitério de gluconato de clorexidina (nas concentracdes 5%, 10%, 15%, 20% e 25%
v/v) e 20% v/v de miconazole incorporados em diferentes doses em discos de condicionador
de tecido sobre C. albicans. Depois (2° estagio) avaliou-se a atividade antimicrobiana contra

C. albicans incorporando o antifingico gel no condicionador de tecido imerso em agua
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durante longo periodo. Como resultados foram observados que o gel de digluconato de
clorexidina néo inibiu o crescimento de C. albicans. A incorporacdo do miconazol apresentou
um efeito inibitério dose-dependente no crescimento do fungo. A imersao dos discos em agua
mostrou uma relacdo inversa entre o tempo de imersdo e o grau de inibicdo. Neste trabalho
foi concluido que o miconazol adicionado em forma de gel no material Visco-gel tem um
efeito inibitdrio no crescimento in vitro de C. albicans.

Em 2011, Paleari et al.* avaliaram o efeito da incorporacdo do TBAEMA em
resina acrilica e a presenca de grupo amina em sua superficie. Discos de resina acrilica
Lucitone 550, 10 espécimes para cada grupo (1 grupo controle e mais 5 grupos com
diferentes concentracbes de TBAEMA- 0,5%, 1,0%, 1,5%, 1,75% e 2,0%) foram
confeccionados. Os espécimes foram polidos para uma dimensédo final de 65x10x3.3mm e
armazenados em &gua destilada a 37°C por 50+2h antes dos testes. O ensaio de resisténcia
flexural em 3 pontos foi realizado e analise estatistica com ONE-WAY ANOVA e Tukey
para comparacao pos-hoc entre os grupos (a=0.05). A incorporagdo de TBAEMA na resina
acrilica resultou em diferentes taxas de nitrogénio na superficie dos espécimes. A adicdo de
1.75% de TBAEMA mostrou altos valores de nitrogénio (0.92%). Entre os espécimes
experimentais, a menor quantidade de nitrogénio encontrada foi no grupo com 0.5% de
TBAEMA. No grupo controle ndo foi encontrado nitrogénio. Diferengas estatisticamente
significante foram encontradas entre os grupos (ANOVA). O teste de Tukey para resisténcia
flexural ndo mostrou diferenca entre o grupo controle e o de 0.5%, sendo eles
estatisticamente diferente dos grupos 1,0% e 1,5% (que foram iguais entre si e menor
resisténcia em relacdo aos primeiros). O grupo 1,75% e 2.0% de TBAEMA tiveram menor
resisténcia flexural com diferenca estatisticamente significante. A adicdo de TBAEMA na
resina acrilica promoveu uma reducdo em suas propriedades de resisténcia flexural.

Concluiu-se que a presenca de grupo amino na superficie de resina acrilica apés a
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incorporacdo de TBAEMA indica uma possivel atividade antimicrobiana. Entretanto,
determinadas concentragdes podem diminuir a resisténcia flexural desta resina.

Acosta- Torres et al." (2011) estudaram o polimetilmetacrilato (PMMA) para
base de protese com incorporagdo de nanoparticulas de prata. Discos de PMMA (controle) e
PMMA- com nanopaticulas de prata foram confeccionados com resina acrilica comercial
Nature-Cryl. O ensaio de citotoxicidade foi realizado utilizando NIH-3T3 fibroblastos
embrionarios de ratos e uma sequéncia de células linfécitas humanas Jurkat. As células foram
cultivadas por 24 e 72 horas na presenca ou auséncia do polimero formulado e analisado
utilizando trés diferentes testes, sendo eles viabilidade celular pelo ensaio 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT); proliferacdo pelo ensaio de
ligacdo enzima-imunossorbancia BrdU; e DNA (Comet assay). As amostras foram avaliadas
mecanicamente e as amostras de polimero com nanoparticulas de prata foram analisadas
microscopicamente para avaliar a dispersdo das nanoparticulas. Os resultados mostraram que
os discos de PMMA com nanoparticulas de prata reduziram significativamente a adesdo da
Candida albicans e ndo afetaram o metabolismo ou proliferagdo. Concluiram que o estudo
desenvolveu um novo material de PMMA biocompativel antifungico para bases de proteses.

Em 2012, Regis et al.”® investigaram as propriedades antimicrobianas e
citotoxicidade do mondmero methacryloyloxyundecylpyridinium bromide (MUPB) em sua
forma ndo polimerizada, e sua incorporacdo em resina de base de proteses. A atividade
antimicrobiana do MUPB foi testada contra espécies de Candida albicans, Candida
dubliniensis, Candida glabrata, Lactobacillus casei, Staphylococcus aureus e Streptococcus
mutans. Concentracdo inibitéria minima (MIC) e concentracdo minima bactericida e
fungicida (MFC/MBC) de MUPB foram determinadas por dilui¢cBes seriadas (de 10g/L -
0.005g/L) em comparacdao com cetylpyridinium chloride (CPC). O efeito citotdéxico do

MUPB em concentracdo a partir de 0.01 & 1g/L foi testado por MTT em células L929 e
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comparado com metil metacrilato (MMA). A atividade antimicrobiana do MUPB
copolimerizado foi testada com espécimes de resina acrilica contendo trés concentracfes do
monémero (0, 0.3, 0.6% w/w). A atividade foi quantificada pela média dos halos de inibicéo
do teste de difusdo dos discos de resina sobre 0os meios de cultura com 100uL de inoculo
semeados na placa, e uma quantificacdo da adeséo de células planctdnicas. MUPB apresentou
baixos valores de MIC quando comparado ao CPC, sendo a diferenca significativa apenas
para C. dubliniensis e S. mutans. MFC/MBC foram similares a todas as espécies, com
excecao da C. albicans; neste caso MUPB apresentou valores significativamente mais altos e
maior citotoxicidade que MMA para todas as concentragdes testadas (p< 0.001) exceto para
0.01g/L. Em relagdo a concentracdo incorporada nos espécimes, nenhum halo de inibicao foi
encontrado. A incorporacdo de MUPB influenciou apenas na adesdo de C. albicans, com
mais baixa contagem de UFC para o grupo 0.06%. Os autores concluiram que MUPB néo
polimerizado tem atividade antimicrobiana semelhante ao CPC e maior citotoxicidade
quando comparado com MMA. A atividade antimicrobiana de MUPB apds incorporacdo em
resina acrilica de bases de préteses ndo dependeu da sua eluigdo, mas mostrou ser restrito
para C. albicans.

Wady et al.” (2012) avaliaram a atividade da solucdo de nanoparticulas de
prata (AgNPs) sobre C. albicans e o efeito da incorporagdo de AgNPs em resina acrilica para
base protética, a hidrofobicidade, adesdo de C.albicans e formacéo de biofilme. A solucédo de
AgNPs foi sintetizada e caracterizada por reducdo quimica. Concentracdo minima inibitdria
(MIC) e fungicida minima para células planctonicas (MFC) e sésseis (MFCs) foram
determinadas contra C albicans. Espécimes (n=360) de resina acrilica incorporadas com as
nanoparticulas foram confeccionados nas concentracdes: 1000, 750, 500, 250 e 30 ppm e
armazenadas em PBS por 0, 7, 90 e 180 dias. Resina acrilica sem AgNPs (Oppm) foram

utilizadas como controle. Apds o periodo de armazenamento, os angulos de contato foram
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medidos e os espécimes foram testados para adesdo de C. albicans (37°C; 90 min; n=9) e
formacdo de biofilme (37°C; 48h; n=9) pelo ensaio de reducdo XTT (2 metoxi 4 nitro 5
sulfonil 5 fenilalanina carbonil 2H tetrazdlium hidréxido). A incorporacdo de AgNPs reduziu
a hidrofobicidade da resina. Nenhum efeito na adesdo e formagéo de biofilme foi observado.
Em 90 e 180 dias de armazenamento, e apesar da solucdo de AgNPs ter atividade antiflngica,
nenhum efeito na adesdo e formacdo de biofilme da C. albicans foi observado apés a
incorporacdo da solucéo de nanoparticula de prata na resina acrilica de base protética.

Em 2012 Compagnoni et al.'’ avaliaram a atividade antimicrobiana e
propriedades da superficie de uma resina acrilica (Lucitone 550) contendo o polimero biocida
poli (2- tert- butilaminoetil) metacrilato (PTBAEMA). Os espécimes de resina
confeccionados foram divididos em dois grupos (contendo 0% de PTBAEMA.- controle, 10%
de PTBAEMA). A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo ensaio de adesdo de cada
microrganismo (Candida albicans, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans). A
topografia de superficie foi caracterizada por um microscdpio atdbmico e a hidrofilicidade da
superficie foi medida pelo &ngulo de contato formado pela dgua e resina. O nimero de células
viaveis de S. mutans e S. aureus reduziu significativamente com a incorporacdo de 10% de
PTBAEMA. Entretanto, para C. albicans, ndo houve diferenca estatisticamente significante
quando comparado ao grupo controle. A incorporacdo de 10% de PTBAEMA aumentou a
rugosidade de superficie e diminuiu o angulo de contato. Os autores concluiram que a adicéo
de PTBAEMA aumentou a hidrofilicidade e a rugosidade da superficie da resina acrilica e
diminuiu a adesdo das bactérias S. mutans e S. aureus. Porém ndo apresentou atividade
antimicrobiana contra formacao de biofilme de C. albicans.

Marra et al.** (2012) avaliaram a atividade antimicrobiana de uma resina
acrilica (Lucitone 550) combinada a um polimero antimicrobiano poli (2 tert-butilaminoetil)

metacrilato (PTBAEMA) sobre a formacdo de biofilme de Staphylococcus aureus,
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Streptococcus mutans e Candida albicans. Discos de resina acrilica foram confeccionados e
divididos de acordo com a concentracdo de PTBAEMA: 0% (controle), 10% e 25%. Os
resultados mostraram que 25% de PTBAEMA inibiu completamente a formagéo de biofilme
de S. aureus e S. mutans. Para C. albicans ndo foi encontrado diferenca significativa entre os
grupos testados. Concluiu-se entdo que a resina acrilica combinada a 10% e 25% de
PTBAEMA apresentaram atividade antimicrobiana contra formacéo de biofilme de S. mutans
e S. aureus, mas inativo contra formacao de biofilme de C. albicans.

No mesmo ano, Nam et al.* avaliaram as caracteristicas fisicas e antifiingicas
de uma base protética de resina acrilica combinado a nanoparticulas de prata. Discos de
resina acrilica foram confeccionados contendo 0% (controle); 1%; 5%; 10%; 20% e 30% de
nanoparticulas de prata. Cada espécime foi inoculado com aliquotas de C. albicans e
incubado a 37°C durante 24 horas. O efeito antifungico foi avaliado pela contagem de células
viaveis. Para caracterizar os aspectos fisicos, 0s espécimes foram testados para eluicdo de
cations de prata (Ag") por avaliagdo térmica, microscopia eletronica de varredura, disperso
de energia de raio X e estabilidade de cor. A resina acrilica modificada com a incorporacao
de nanoparticulas de prata apresentou propriedades antifingicas com baixa liberagdo de Ag”,
entretanto a estabilidade de cor deve ser melhorada para aplicabilidade clinica.

Alcantara et al.* (2012) estudaram o efeito da adicdo de agente
antimicrobianos em um reembasador resiliente (Soft Confort, Dencril) e sua adesdo a uma
base de prétese (QC 20, Dentsply). Nove espécimes de resina acrilica (75x10x3 mm) foram
armazenados em &gua destilada a 37°C durante 48 horas. As drogas em p6 foram
incorporadas ao pé do reembasador antes da adicdo do liquido do reembasador resiliente
sendo 0s grupos: nistatina 500,000U — G2; nistatina 1,000,000U — G3; miconazol 125mg —
G4; miconazol 250mg — G5; ketoconazol 100mg — G6; ketoconazol 200mg — G7; diacetato

de clorexidina 5% - G8; diacetato de clorexidina 10% - G9. Um grupo (G1) sem incorporacgao
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de droga foi utilizado como controle. N&o foi encontrada diferenca estatisticamente
significante em relagdo ao grupo controle. A falha de coeséo localizada no material resiliente
foi predominantemente observada em todos os grupos testes concluindo que a forca de
adesdo entre a base de resina acrilica e material reembasador resiliente modificado néo foi
afetada pela adigcéo de agentes antimicrobianos.

Rodriguez et al.®°, em 2012, investigaram a resisténcia flexural e a interagdo
quimica entre o 2 tert-butilaminoetil metacrilato (TBAEMA) e a base protética de resina
acrilica. Os espécimes foram divididos em cinco grupos de acordo com a concentracdao de
TBAEMA incorporado na resina acrilica Onda—Cryl (0%- controle, 1%, 2%, 3% e 4%).
Diferentes taxas de nitrogénio foram encontradas na superficie dos espécimes e uma
diminuicdo de temperatura na fase vitrea. Concluiram que a incorporacdo de TBAEMA em
resina acrilica resultou em copolimerizacdo e presenca de grupo amina na superficie dos
espécimes. A temperatura da fase vitrea e a resisténcia flexural foram afetadas de acordo com
a concentracdo de TBAEMA.

Em 2012, Chopde et al."® determinaram e compararam a atividade antifingica
de dois condicionadores de tecidos (Viscogel e CGSoft) combinados a nistatina, miconazol e
fluconazol contra C. albicans, pelo teste de difusdo em Agar, medindo-se o diametro de
inibicdo de crescimento. A maior inibicdo foi observada no grupo contendo fluconazol
seguida pelo grupo contendo miconazol e menor inibicdo com o grupo com nistatina. Os
autores concluiram que os condicionadores de tecido quando misturados a agentes
antifungicos mostraram inibicdo satisfatoria a C. albicans, podendo ser recomendado para o
uso clinico.

Ainda em 2012, Monteiro et al.*® avaliaram uma base de prétese contendo
nanoparticulas de prata coloidal, através de analise morfoldgica, para visualizar a distribuicéo

e dispersdo das nanoparticulas no polimero e testar a liberacdo da prata em agua deionizada
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em diferentes periodos. Um teste preliminar antimicrobiano (teste de difusdo de
nanoparticulas de prata coloidal e de contato) e um mecénico (resisténcia flexural em MPa)
foram realizados. Nanoparticulas de prata foram sintetizadas por reducdo de nitrato de prata
com citrato de sodio. A resina acrilica (Lucitone 550) foi preparada e suspensdo de
nanoparticulas foi incorporada ao monémero da resina em diferentes concentracGes (0,05%;
0,5% e 5% de prata coloidal). O grupo controle foi de resina sem as nanoparticulas. Os
espécimes foram armazenados em agua deionizada a 37°C por 7, 15, 30, 60 e 120 dias. Cada
solucgéo foi analisada com espectrofotdmetro de absorbancia atdmica. N&o houve diferenca na
resisténcia flexural. Os resultados mostraram que 0s nanocompostos tiveram boa eficacia
contra C. albicans, especialmente o PMMAJ/Ag contendo 5% de nanoparticulas de prata
coloidal. A prata ndo foi detectada na agua deionizada independente da adicdo de
nanoparticulas nas resinas e nos periodos analisados. Micrografico mostraram que com
baixas concentracoes, a distribuicdo de nanoparticulas de prata foi reduzida, ao passo que sua
distribuicdo foi melhorada no polimero. Além disso, apds os 120 dias de armazenamento,
nanoparticulas foram localizadas principalmente na superficie dos espécimes de
nanocompostos. A incorporacdao de nanoparticulas de prata em resina acrilica foi evidente.
Nanoparticulas de prata foram incorporadas em PMMA resina protética para obter um efeito
antimicrobiano do material e ajudar no controle de infec¢cbes comuns envolvendo tecido da
mucosa oral em usuarios de proteses totais.

Em 2013 Monteiro et al.*® estudaram o efeito de diferentes concentracdes de
nanoparticulas de prata (NP) na composicdo da matriz e estrutura do biofilme de C. albicans
e C. glabrata. O biofilme de Candida foi formado em seis pogos de placas durante 48 horas
para entdo serem expostos a 13,5ug/mL e 54ug/mL de NP durante 24 horas. Apds este
periodo matrizes extracelular foram extraidas dos biofilmes e analisados quimicamente

quanto a proteinas, carboidratos e DNA. Microscopia eletrdnica de varredura e microscopia
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de epifluorescéncia foram utilizados para investigar a estrutura de biofilme. Os autores
observaram que as NP interferiram na composi¢do da matriz do biofilme de Candida em
termos de proteinas, carboidratos e DNA, com excec¢do do teor de proteina da C. albicans. A
microscopia eletronica de varredura revelou que o biofilme de C. albicans tratado com NP
apresentou diferencas estruturais quando comparadas com o grupo controle. Além disso, NP
mostrou uma tendéncia de aglomeracdo no biofilme. As imagens de microscopia de
epifluorescéncia sugeriram que NP gerou um dano a parede celular da Candida isolada.
Concluiram que, independente da concentracdo, NP afetou a composicdo e estrutura do
biofilme de Candida podendo estar relacionado ao mecanismo de acdo biocida da
nanoparticula.

Em 2013, Sodagar et al.*® estudaram o efeito de nanoparticulas de TiO, e SiO,
na resisténcia flexural de resinas acrilicas (poli metil metacrilato). Espécimes de resina
acrilica (Selecta Plus) foram confeccionadas (5x10x3mm) e divididos em 7 grupos: AR
contendo nano TiOy, SiO; e TiO, com SiO; em duas concentragdes de 1% e 0,5%, e ainda um
grupo controle. As nanoparticulas foram incorporadas ao monémero. Todos 0s espécimes
foram armazenados em &gua destilada a 37°C e submetidas ao teste de resisténcia flexural,
sendo o padrdo limite minimo estabelecido por ISO 20795-1 (2008). A incorporacdo de
nanoparticulas de TiO, e SiO, em resinas acrilicas podem provocar efeitos adversos na
resisténcia flexural do produto final. Esse efeito estd diretamente relacionado com a
concentracdo de nanoparticulas.

Queiroz et al.>*, 2013 avaliaram o efeito de filmes de carbono tipo diamante
com e sem nanoparticulas de prata recobrindo o polimetil metacrilato (PMMA) sobre
formacdo de biofilme de Candida albicans. Os espécimes foram divididos em grupo e 0s
filmes foram depositados. A formacgdo de biofilme de C. albicans foi significativamente

influenciada pelos filmes reduzindo o nimero de unidade formadora de colénia (CFU). Os
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autores concluiram que bases protéticas de PMMA recobertas por filme de carbono tipo
diamante com ou sem nanoparticulas de prata pode ser uma alternativa na prevencdo de
candidiase em pacientes usuarios de proteses.

No mesmo ano Monteiro et al.*’

avaliaram ainda a eficacia antifungica de
nanoparticulas de prata (NP) combinadas com nistatina (NYT) ou digluconato de clorexidina
(CHG) contra biofilme de C. albicans e C. glabrata. A droga sozinha ou combinada com SN
foi aplicada ao biofilme maduro (de 48horas) e apds 24 horas de tratamento sua atividade
antibiofilme foi avaliada pela quantificacdo total de biomassa e contagem de col6nias
formadas. A estrutura do biofilme da Candida foi avaliada por microscopia eletronica de
varredura. Os resultados demonstraram que nanoparticulas de prata combinadas com nistatina
ou digluconato de clorexidina apresentaram sinergismo na atividade antibiofilme e esta
atividade dependeu da espécie e da concentracdo de droga utilizada. Imagens de microscopia
eletronica de varredura mostraram que algumas combinacdes de droga foram capazes de
romper o biofilme de Candida. Este estudo sugeriu que a combinacdo de NP com NYT ou
CHG pode ter implicacGes clinicas no tratamento de estomatite protética.

Sivakumar et al.®*, em 2013, avaliaram a incorporacdo de macromoléculas
antimicrobianas em resinas acrilicas polimetil metacrilato (PMMA). O artigo descreve as
caracteristicas béasicas de um potencial polimero antimicrobiano (polimeros biocidas),
formulacdes (PMMA modificado) e consideram sua aplicabilidade, status biolégico e
potencial utilizacdo para os proximos anos. Os autores concluiram que a base protética de
PMMA modificado contendo um polimero biocida ou biocida liberado apresenta boa
propriedade antimicrobiana in vitro, entretanto causam efeitos toxicos. As implicacfes das
macromoléculas antimicrobianas sobre a salde e o ambiente devem ser avaliados por

completo para que os produtos possam ser colocados no mercado. No entanto, a otimizagdo
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da formulacdo do PMMA antimicrobiano e exploracdo de seu uso clinico pode tornar-se
substancialmente melhor no futuro.

Em 2013, Lazarin et al.* investigou o efeito de coberturas experimentais
fotopolimerizéveis contendo zwitterionic ou mondémeros hidrofilicos, na hidrofobicidade das
resinas acrilicas para base protética e a adesdo de C. albicans. Espécimes de acrilico foram
preparados com superficies rugosas e lisas, ambos os lados foram deixados sem tratamentos
(grupo controle) ou foram revestidos com as seguintes coberturas: 2- hidroxietil metacrilato
(HE); 3-hidroxipropil metacrilato (HP); 2-trimetilamonium etil metacrilato cloridrico (T) e
sulfobetamine metacrilato (S). As concentragdes dos monémeros foram 25%, 30% ou 35%.
Metade dos espécimes de cada grupo (controle e experimental) foi coberto com saliva e a
outra metade ndo. A energia de superficie de todos os espécimes foi medida,
independentemente da condicdo experimental. A adesdo de C. albicans foi avaliada para
todos os espécimes. O teste de adesdo foi realizado pela incubacdo dos espécimes em
suspensdo de C. albicans (1x 10" células/mL) a 37°C por 90 minutos. O nimero de células
aderidas foi avaliada pelo ensaio de XTT. Os resultados para a superficie rugosa com
cobertura S (30% ou 35%) e HP (30%) resultou em menores valores de absorbancia em
relacdo ao grupo controle. Essas coberturas exibiram maior superficie hidrofilica que o grupo
controle. A rugosidade aumentou a adesdo apenas no grupo controle e a saliva ndo teve
influéncia na adesdo. A analise de espectroscopia fotoelétron (XPS) confirmou a mudanca
quimica dos espécimes experimentais, principalmente para as coberturas com S e HP. Os
autores concluiram que coberturas com S e HP reduziram significativamente a adesdo de C.
albicans na resina acrilica e pode ser considerado como um potencial tratamento preventivo

para estomatite protética.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de um material
reembasador resiliente combinado ao polimero antimicrobiano poli (2 tert-butilaminoetil)
metacrilato sobre a formacdo, in vitro, de trés biofilmes monoespécies (Staphyloccocus

aureus, Streptococcus mutans e Candida albicans).



& Taterial e THetode
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4 MATERIAL E METODO
4.1 MATERIAL
Para a realizacdo deste estudo foram utilizados o material e aparelhos descritos

abaixo.

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

» Pinga clinica de aco Duflex SSWhite, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

» luva, mascara e gorro, Descarpack, Séo Paulo, SP, Brasil.

* Laminas de vidro

» Material reembasador resiliente Coe Soft, CG America, Tokio, Japdo.
* Poli (2- tert- butilaminoetil) metacrilato (PTBAEMA).

» Balanca de preciséo eletrénica Bel Engineering Monza, Itélia.

e Embalagens plastica estéril com tarja 750mL, produzidas por Labplas, Ste-Julie,

Quebec,Canada.
» Cultura de Candida albicans ATCC 90028.
* Cultura de Staphylococcus aureus ATCC 25923.
* Cultura de Streptococcus mutans ATCC 25175.
» Tryptic Soy Broth (TSB), Acumedia, Estados Unidos da América.
« Brain-heart infusion (BHI), Himedia, india.

« Sabouraud Dextrose Agar (SDA) com cloranfenicol, Himedia, india.
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+ Mannitol Salt Agar , Himedia, india.

» Mitis Salivarius Agar com bacitracina, Difco, Estados Unidos da America.
* Meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)

* Solucéo salina tamponada com fosfato 0,1M; pH 7,1 (PBS)

» Agitador de tubos, AP-56 Phoenix, Araraquara, SP, Brasil.

» Espectrofotdmetro, CMC Laboratério Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil.

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

Estados Unidos da América.
* Incubadora com agitagéo orbital, Quimis , Diadema, SP, Brasil.

e Tubos para centrifuga em polietileno estéril, Corning Incorporated, Nova lorque,

Estados Unidos da América.
» Eppendorf, Axygen, Corning Incorporated, Nova lorque, Estados Unidos da América.
» Centrifuga 5810R, Eppendorf do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil.
» Placa de Petri descartavel estéril 90x15mm, Prolab, Sdo Paulo, SP, Brasil.

» Estufa bacterioldgica, produzida por Marconi Equipamentos Laboratoriais Ltda,

Piracicaba, SP, Brasil.

» Contador de col6nias digital, CP 600 Plus, Phoenix Ind. E Com. De Equipamentos

Cientificos Ltda, Araraquara, SP, Brasil.

4.2 METODO

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

A sintese do PTBAEMA (Figura 1) foi realizada sob a orientacdo do Prof.
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Dr. Adhemar Ruvolo-Filho do Grupo de Pesquisa de Processamento e Propriedades em
Polimeros do Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia, Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Sao Carlos de acordo com uma rota quimica descrita por Sosna et

al.%,

Figura 1- Polimero poli (2-tert-butilaminoetil) metacrilato (PTBAEMA).

4.2.2 Confeccao de espécimes

Discos de RRCS (n=27) foram confeccionados a partir de uma matriz metélica
(Figura 2) apresentando em seu interior 10 orificios com 15mm de didmetro e 3mm de
espessura posicionada sobre uma placa de vidro. O RRCS foi preparado conforme indicagéo
do fabricante e acomodado nos orificios da matriz metalica. Para criar uma superficie lisa e

regular, outra placa de vidro foi posicionada sobre a matriz metélica.

ApoGs a obtencdo dos espécimes, os mesmos foram esterilizados por meio de
Luz Ultra Violeta. Inicialmente os espécimes foram acomodados em uma placa de vidro
estéril e submetidos a luz UV durante 30 minutos, em seguida, com auxilio de uma espéatula
de aco esteéril, os espécimes foram vertidos em uma nova placa de vidro estéril para que o
outro lado fosse submetido a luz UV por 30 minutos. Os espécimes foram entdo armazenados

em embalagens plésticas estéril (Figura 3).
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Os espécimes foram divididos em trés grupos, de acordo com as diferentes
concentragcdes de PTBAEMA: 0% (controle), 10% e 25%. A incorporacdo do PTBAEMA foi
realizada respeitando a proporcdo recomendada pelo fabricante do material reembasador
resiliente Coe Soft (RRCS) - 5,3g de p6 para 5,0 mL do monémero. A quantidade de
PTBAEMA adicionada foi calculada em proporcdo a massa de pé do RRCS (Tabela 1).
Primeiramente o PTBAEMA foi acrescentado ao p6 do RRCS, apds homogeneizagdo, a
quantidade de monbémero em proporcdo para a massa final de p6 e PTBAEMA foi em

seguida acrescida lentamente a mistura.

Tabela 1 - Grupos de acordo com a porcentagem de PTBAEMA.

Porcentagem de P6 RRCS (g) PTBAEMA (g) | Monémero RRCS
PTBAEMA (%) (mL)

0 5,3 - 50

10 53 0,53 9,5

25 53 1,32 6,2

Figura 2 - Matriz metélica
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Figura 3 - Espécimes armazenados apos a esterilizacdo (A - 0%, B - 10% e C - 25% de
PTBAEMA incorporado ao RRCS)

4.2.3 Avaliacéo da atividade antimicrobiana sobre a formacéo de biofilmes

Os procedimentos descritos abaixo foram realizados no Laboratério de
Microbiologia, Departamento de Materiais Odontolégicos e Prétese da Faculdade de

Odontologia de Araraquara-UNESP (Anexo 1).

Preparo dos materiais microbioldgicos

Os microrganismos Candida albicans, Staphylococus aureus e Streptococcus
mutans foram descongelados e semeados em placas de Petri com meio especifico para cada
microrganismo, Sabouraud Dextrose Agar para a C. albicans, Manitol Salt Agar para S.
aureus e Mitis Salivarius com Bacitracina para S. mutans. As placas foram incubadas a 37°C

por 48 horas para reativagdo dos microrganismos.

Em seguida uma aliquota de duas alcadas de cada microrganismo foi

inoculado em tubos de falcon contendo 5mL de caldo RPMI para os fungos, TSB para S.
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aureus e BHI para S. mutans e mantidos em overnight a 37°C em incubadora com agitacdo

orbital a 75rpm, sendo o S. mutans em microaerofilia.

Formacéo do biofilme

Ap6s o overnight, os tubos de falcon contendo os microrganismos foram
colocados em Centrifuga a 4000 rpm durante 5 minutos para observar crescimento dos
microrganismos no fundo dos recipientes. Em seguida foram realizadas duas lavagens com
PBS seguido da centrifugacdo da solucdo, para remocao das células inviaveis, e ressuspensao
das células com caldo RPMI para C. albicans, TSB para S. aureus e BHI para S. mutans até
atingir uma turvacdo correspondente a uma suspensdo microbiana de aproximadamente 10’
UFC/mL. A densidade optica (D.O.) foi monitorada em espectrofotdbmetro utilizando um

filtro de absorbancia de 600nm para as bactérias e 540nm para a levedura (Figura 4).

Figura 4 - Espectrofotdmetro para monitoramento da turvacdo da suspensdo por densidade
Optica (DO).

Previamente a inoculacdo, os espécimes de cada grupo foram aleatoriamente
distribuidos, individualmente, em orificios de uma placa para cultura celular de 12 orificios e
acrescentado 2 mL de meio de cultura (RPMI, TSB ou BHI) contendo uma aliquota
correspondente a 10" UFC/mL de cada microrganismo testados. (Figuras 5 e 6). Ap6s a

inoculacao, as placas contendo os espécimes foram incubadas a 37°C por 1 hora e 30 minutos
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em incubadora sob agitacdo de 75 rpm (Figura 7) e em microaerofilia para S. mutans, com a

finalidade de promover a adesdo dos microrganismos na superficie dos espécimes®.

Figura 5- Inoculacdo dos espécimes

Figura 6 - Espécimes com 0%, 10% e 25% de PTBAEMA incorporado em meio contendo
aproximadamente 10’ UFC/mL do microrganismo a ser testado.
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Figura 7 - Incubadora com agitacao orbital utilizada no estudo (Incubadora Quimis)

Ap0s este periodo, cada espécime foi lavado com PBS, de maneira cuidadosa e
por dois periodos, a fim de remover os microrganismos fracamente aderidos na superficie dos

espécimes.

Em seguida, os espécimes foram removidos e transferidos individualmente
para orificios de uma nova placa para cultura celular de 12 orificios contendo 2 mL de meio
de cultura estéril (RPMI, TSB ou BHI ) e incubados a 37°C por 48 horas e em microaerofilia
para S. mutans em incubadora sob agitacdo de 75 rpm, a fim de promover a maturacdo do

biofilme®®.

Ap0s este periodo, cada espécime foi novamente lavado com PBS, como
descrito anteriormente, a fim de remover 0s microrganismos fracamente aderidos na
superficie dos espécimes. Em seguida, os espécimes foram removidos e transferidos
|33

individualmente para tubos com tampa de rosca contendo 4,5 mL de solucdo salina estéri

(Figura 8).
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Figura 8- Transferéncia de cada espécime para tubo com tampa de rosca contendo 4,5 mL de
solucéo salina.

Os tubos com tampa de rosca contendo os espécimes foram agitados por 1
minuto em vortex para desprender qualquer célula microbiana aderente do espécime para a

solucdo resultante® (Figura 9).

Figura 9 - Agitacdo por 1 minuto em Votex para desprendimento das células aderidas aos
espécimes.




57

Posteriormente, as diluicdes seriadas foram realizadas a partir dessa solugéo
resultante. Para isso, uma aliquota de 100 uL da solucdo resultante foi pipetada e transferida
para um eppendorf contendo 900 uL de solucdo salina estéril. Este ultimo tubo foi agitado
vigorosamente em vortex e uma nova aliquota de 100uL foi removida do mesmo e colocada
em outro eppendorf contendo 900uL de solucdo salina. Esse procedimento foi realizado sete

vezes para cada espécime e, dessa forma, as diluicdes seriadas de 10™ a 10 foram obtidas.

As diluicGes seriadas foram utilizadas para a realizacdo da semeadura nas
placas de Petri contendo os meios de culturas selecionados para cada microrganismo:
Mannitol Salt Agar para Staphyloccocus aureus e Sabouraud Dextrose Agar contendo 5
ug/mL de cloranfenicol para Candida albicans e Mitis Salivarius com Bacitracina para
Streptococcus mutans. Para este procedimento, os eppendorfs contendo as diluigdes seriadas
foram individualmente agitados em agitador vortex. Em seguida, uma aliquota de 10 pL de
cada diluicdo seriada foi semeada em duplicata em uma placa de Petri contendo o meio de
cultura especifico para cada microrganismo (Figura 10). As placas referentes aos grupos
experimentais foram igualmente submetidas a incubacdo a 37°C por 48 horas e em

microaerofilia para S. mutans’™.

Para cada microrganismo o ensaio microbioldgico foi realizado em trés

ocasides diferentes.

Figura 10 - Semeadura em Placa de Petri com meio especifico para cada espécie microbiana
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Contagem de colonias

Ap0s 48 horas de incubacdo a 37°C, as placas de Petri foram submetidas a
contagem de coldnias. O nimero de unidades formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL)

foi calculado. Para esse célculo, foi utilizada a formula a seguir:

UFC _ no.Colbnias x10"
mL q

Nessa formula, n equivale ao valor absoluto da diluicédo (1, 2, 3,4, 5,6 0u 7), e
q equivale a quantidade, em mL, pipetada para cada diluicdo quando nas semeaduras das
placas. No presente estudo, g= 0,010 ja que foram pipetados 10 pL para cada diluicdo. Os
valores de UFC/mL obtidos foram deixados em notacdo cientifica e obtida entdo a média
aritmética dos valores das duplicatas de cada amostra. Em seguida, os dados obtidos para as

contagens foram transformados de acordo com a férmula log (UFC+1)/mL.

4.2.4 Analise dos dados

A hip6tese nula deste estudo foi que a incorporacdo do PTBAEMA (10% ou
25%) ndo alteraria a formacao de biofilmes das trés espécies de microrganismos testadas.

O teste de Shapiro Wilk foi utilizado para avaliar a distribuicdo normal da
varidvel dependente e teste de Levene para avaliar homogeneidade de variancia das amostras.
Os valores encontrados para S. aureus e S. mutans ndo aderiram & distribuicdo normal
(p<0,05) e néo foi observada homogeneidade de variancia para as duas espécies de bactérias
testadas (p<0,05). O teste ndo paramétrico foi entdo aplicado.

Os resultados encontrados para S. aureus e S. mutans foram comparados pelo

teste de Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc de Dunn. Os resultados encontrados para C.
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albicans foram comparados pelo teste de Analise de Variancia um fator (ANOVA). Todos 0s

testes estatisticos foram empregados obedecendo-se a um nivel de significancia (a) de 0,05.
As andlises estatisticas descritivas, graficas e inferenciais foram executadas

com o software PASW Statistics (v. 19, SPSS Inc, Chicago, IL). Consideraram-se

estatisticamente significativos os efeitos cujo p-value foi inferior ou igual a 0,05.
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5 RESULTADO

Os valores de log (UFC+1)/mL para S. aureus, S. mutans estao representados nos
Gréaficos 1 e 2, respectivamente. J& os valores de log (UFC+1)/mL de C. albicans esta
representado pela Tabela 2.

No Gréafico 1 pode-se observar que o grupo contendo 25% de PTBAEMA inibiu
totalmente a formacdo de biofilme de S. aureus sobre os espécimes (p<0,05) reduzindo a zero
0 nimero de células vidveis desta espécie. A concentracdo de 10% de PTBAEMA no RRCS
avaliado reduziu de forma significante a formacdo de biofilme de S. aureus quando
comparado ao grupo controle (p=0,001). Quando os grupos contendo 10% e 25% de
PTBAEMA foram avaliados entre si, houve uma redugdo maior na contagem de células
viaveis para o grupo de 25%, porém sem diferenca estatisticamente significante (teste de

Dunn; p>0,05).

Gréafico 1 - Contagens de células viaveis de biofilme de S. aureus formado sobre os
espécimes contendo diferentes concentragdes de PTBAEMA. (teste de Kruskal Wallis,
p=0,001)
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Resultados semelhantes podem ser observados no Grafico 2, em que nédo
houve a formacdo de biofilme de S. mutans sobre os espécimes contendo 25% de
PTBAEMA. E uma reducdo significante de células vidveis de biofilme de S. mutans pode ser
observada no grupo com 10% de PTBAEMA em relagdo aos valores encontrados no grupo

controle (p=0,001).

Gréafico 2 - Contagens de células viaveis de biofilme de S. mutans formado sobre os
espécimes contendo diferentes concentragdes de PTBAEMA. (teste de Kruskal Wallis,
p=0,001). Os asteriscos representam 0s espécimes que apresentaram biofilme aderido sobre
sua superficie.

Na Tabela 2, observa-se que os espécimes de RRCS combinado ao PTBAEMA
ndo apresentou efetividade no controle de biofilme de C. albicans visto que ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos contendo PTBAEMA (10% e 25%) e o

grupo controle em relacdo ao nimero de células viaveis (teste de ANOVA, p=0,548).
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Tabela 2 - Média (Desvio-padrdo) em log(UFC+1/mL) do numero de células viaveis de
biofilme de C. albicans formado sobre os espécimes contendo diferentes concentragdes de
PTBAEMA. (ANOVA, p>0.05)

Group 0% 10% 25%

C. albicans 5.14 (x0.24) 5.22 (£0.13) 5.26 (+0.20)
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6 DISCUSSAO

Este estudo incorporou o polimero PTBAEMA ao RRCS. Apos a sintese do
PTBAEMA e sua incorporacdo no RRCS nas concentragdes de 0%, 10% e 25%, avaliou-se a
capacidade desta combinacdo em inibir a formacdo de biofilmes de S. aureus, S. mutans e C.
albicans.

Os resultados encontrados demonstraram que o0 material reembasador
contendo 10% de PTBAEMA reduziu significativamente o nimero de células viaveis de S.
aureus e S. mutans na superficie dos espécimes quando comparados ao grupo controle (0%
de PTBAEMA).

Completa inibicdo na formacdo de biofilme de S. aureus e S. mutans foi
observada no grupo contendo 25% de PTBAEMA. Em 2006, Seyfriedsberger et al.®? também
encontraram propriedades antimicrobianas, em menor concentracdo, no polietileno com
PTBAEMA incorporado. O resultado apresentado foi uma reducdo a zero na contagem de
UFC/mL de S. aureus, ap6s 24 horas de contato com o grupo contendo o polimero
antimicrobiano. Outros autores também relataram a atividade antimicrobiana do
PTBAEMAZ3270,

Resultados semelhantes foram descritos por Compagnoni et al.'” (2012) que
demonstraram que a incorporacdo de PTBAEMA em resinas acrilicas diminuiu a adeséo de
biofilme de S. mutans e S. aureus na superficie de préteses, mas nao exibiram efeito
antimicrobiano contra C. abicans.

Marra et al.®

(2012) relataram que a resina acrilica combinada com 10% e
25% de PTBAEMA mostraram significante atividade antimicrobiana contra formagéo de

biofilme de S. aureus e S. mutans.
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As espécies bacterianas testadas, S. aureus e S mutans sdo classificadas como
bactérias gram-positivas e, portanto apresentam as mesmas caracteristicas, o que justifica
terem apresentado comportamentos parecidos frente as condi¢cBes experimentais avaliadas
neste estudo.

A incorporacdo do PTBAEMA pelo mondmero resulta em copolimerizacdo
gue permite que o grupo amino alcance a superficie da resina acrilica. A carga do grupo
amino do PTBAEMA substitui cétions divalentes (ions Ca®* e/lou Mg*") da membrana externa
da bactéria que resulta em desorganizacdo e ruptura das células e morte do
microrganismo®®.

No presente estudo, o desenvolvimento de biofilme de C. albicans sobre a
superficie do material reembasador ndo apresentou diferenca entre os grupos controle, 10% e
25% de PTBAEMA assim como nos resultados encontrados por Compagnoni et al.*’ (2012) e
Marra et al.** (2012), os quais realizaram a incorporacdo de PTBAEMA em resinas acrilicas
termopolimerizaveis. Diferentes concentracfes de PTBAEMA ndo reduziram o nimero de
UFC/mL de C. albicans.

Entretanto, Park et al.*’

, em 2008, ao incorporar acido metacrilico a uma resina
acrilica para base protética observaram reducdo no nimero de C. albicans aderidas.

Esta divergéncia de resultados pode estar relacionada com a capacidade de
interacdo de cada agente com a parede que envolve as células fungicas. Essa parede celular
oferece prote¢do quimica e mecéanica ao fungo. No caso das C. albicans, elas sdo
responsaveis pela interagdo inicial com as células hospedeiras ou superficies. Os constituintes
basicos da parede celular flngica sdo os glucanos, quitina e manoproteinas. As paredes
celulares formam uma camada estrutural com a camada externa composta principalmente por

manoproteinas e a interna por glucanos. Sendo assim, especula-se que as manoproteinas sao

responséveis pela interacdo inicial com a superficie polimérica, devido a sua posicdo®. As
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manoproteinas sao essencialmente polipeptideos glicosados que transportam varios grupos N-
glicanos com cadeia exterior de manose. A fosforilagdo dessas cadeias contribui para a
superficie anidnica da levedura.

Dessa forma, 0 acido metacrilico utilizado por Park et al.*’ (2008) propiciou
um ambiente de repulsdo eletrostatica pela interacdo da carga negativa da superficie do
material modificado com a carga negativa da parede celular da C. albicans, reduzindo a
quantidade de células fungicas aderidas a superficie.

Baseando-se neste raciocinio, a superficie do RRCS contendo PTBAEMA
apresentaria carga positiva devido a natureza policatiénica deste polimero, resultando em
uma superficie com atracdo eletrostatica pela carga negativa da parede celular da C. albicans.
Este fato entdo justificaria a formag&o de biofilme de C. albicans na superficie dos espécimes
contendo PTBAEMA.

Um fator limitante deste estudo é a avaliacdo da capacidade de inibir a
formacdo de biofilme de espécies individualmente, ao invés de investigar a atividade
antimicrobiana do PTBAEMA sobre a formacdo de biofilme misto, contendo espécies
fangicas e espécies bacterianas aerdbias e anaerdbias, 0 que representaria as condi¢cdes mais
préximas aquelas encontradas na cavidade bucal.

Varios estudos reforcam que a cavidade oral ndao é colonizada e infectada
apenas por um Unico microrganismo, mas por uma complexa comunidade microbiana
estruturada. S&o mais de 500 espécies de microrganismos que compde a microflora oral com
a formacdo de pelicula, dinamismo de temperatura, nutricdo, tipo de substrato e saliva que
explicam a formac&o de um biofilme®>",

In vivo, a presenca de saliva condiciona a formacdo da pelicula adquirida

formada principalmente por material proteico do ambiente aquoso ao qual o substrato esta
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submetido. Esta pelicula favorece a adesao inicial de bactérias e fungos que posteriormente
ficam envolvidos por uma matriz extracelular formando o biofilme®2'.

O processo de colonizacéo e formacéo de biofilme inclui adesdo, crescimento
e co-adesdo. A adesdo e co-adesao sdo regulados por fatores ndo especificos com interaces
hidrofobicas e eletrostaticas®. A adesdo inicial comeca com bactérias, principalmente
Streptococcus e Actnomyces. Apds a formacdo de uma monocamada a formacao de biofilme
comeca com a multiplicacdo das espécies aderidas e da adesdo de novas espécies de fungos e
bactérias®.

Apesar do processo de colonizagdo ter sido avaliado isoladamente, estas
interacBes entre diferentes espécies ressaltam a importancia dos resultados encontrados neste
estudo frente ao microrganismo S. mutans, uma vez que é considerado um dos colonizadores
primarios do biofilme oral e, portanto estdo fortemente envolvidos com as fases iniciais de
formacdo de biofilme, produzindo matriz extracelular de polissacarideo e facilitando a adesdo
de outros microrganismos, como por exemplo, de C. albicans®®.

Além disso, alguns autores observaram que a presenca de S. mutans aumentou
a formacdo de biofilme de C. albicans'®*®, Durante a fase inicial de colonizacdo um
processo de sinergismo benéfico acontece entre S. mutans e C. albicans. Brusca et al.*
(2013) relataram que em cultura mista a C. albicans aumentou o seu crescimento na fase
exponencial e se manteve em altas concentracdes na fase estacionaria na presenca de S.
mutans.

Por um mecanismo chamado “quorum sensing” as células microbianas
respondem a sua densidade populacional ou outros estimulos externos que regulam a
expressdo génica e diferenciacdo celular. Quorum sensing envolve a producdo, secrecao e
resposta a pequenos sinais moleculares conhecidos como autoindutores. Inicialmente este

mecanismo era conhecido apenas em bactérias, posteriormente, o farnesol foi descoberto
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como um quérum sensing molecular em C. albicans'®*’. Por este mecanismo a interaco e
formacéo de biofilme C. albicans e S. mutans podem ser influenciados de forma induzida ou
reduzida.

Ishijima et al.*® (2012) sugeriram que S. salivarius K12 pode inibir o processo
de adesdo de S. mutans sobre superficies acrilicas de préteses por um mecanismo nao
associado a atividade antimicrobiana. A reducédo significativa do biofilme de S. mutans foi
observada no presente estudo e, talvez um ensaio microbiolégico com biofilme multiespécie
de C. albicans e S. mutans poderia alterar a estrutura do biofilme formado na superficie do
material com PTBAEMA.

Apesar de néo inibir a formagéo de biofilme de C. albicans, os resultados da
incorporagédo do PTBAEMA ao RRCS testado podem ser considerados promissores, uma vez
que apresentou propriedade bactericida. O que justificaria sua aplicabilidade na clinica
odontoldgica, como um auxiliar no controle de infec¢do de microrganismo uma vez que 0
material, com o passar do tempo, torna-se rigido e poroso, aumentado sua dificuldade de
higienizacéo e, consequentemente, o aparecimento de inflamagdes cronicas, como estomatite
protética.

Entretanto, mais investigacGes tedricas e experimentais sobre o polimero
PTBAEMA serdo necessarias para elucidacdo de suas propriedades e comprovacao de sua
aplicabilidade clinica. Assim, outros estudos deverdo ser conduzidos para determinar, por

exemplo, a citotoxicidade deste material.
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7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada e dentro das limitacGes deste estudo,
conclui-se que:

1) O condicionador de tecido Coe Soft GC America contendo 10% e 25% de
PTBAEMA apresentou efeito antimicrobiano na formagdo de biofilme de S. aureus e S.
mutans;

2) As concentragcdes de 10% e 25% de PTBAEMA néo tiveram efeito

significante na formagao de biofilme de C. albicans.



Dy lonbuec
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ANEXO

Anexo 1 - Fluxograma da metodologia
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