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um polímero antimicrobiano sobre a formação de biofilme [Tese de Doutorado]. Araraquara: 
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RESUMO 

 

Este estudo avaliou a atividade antimicrobiana de um reembasador resiliente Coe Soft® 

(RRCS) combinado ao polímero antimicrobiano poli (2 tert-butilaminoetil) metacrilato 

(PTBAEMA) sobre formação de biofilme de Staphyloccocus aureus, Streptococcus mutans e 

Candida albicans. Espécimes circulares (15mm x 3mm) do RRCS foram confeccionados 

(n=27), esterilizados, divididos em três grupos de acordo com as concentrações 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 37ºC em incubadora com agitação orbital a 75rpm, sendo o S. 

mutans em microaerofilia. Após a inoculação dos espécimes seguiu-se a formação e 

maturação do biofilme a 37ºC sob agitação orbital a 75rpm.  Em seguida cada espécime foi 

transferido para tubos contendo PBS e diluições seriadas foram realizadas. Alíquotas dessas 

diluições foram semeadas em placas de Petri e incubadas a 37ºC por 48h. Os dados obtidos 

foram transformados em log (UFC+1)/mL, considerando-se α=0,05. Os resultados 

demonstraram que o grupo contendo 25% de PTBAEMA inibiu completamente a formação 

de biofilme de S. aureus e S. mutans. Uma redução 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 não foi encontrada diferença significante entre grupos contendo PTBAEMA e o 
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grupo controle (ANOVA; p>0,05). Conclui-se que os RRCS contendo 10% e 25% de 

PTBAEMA inibiram a formação de biofilme de S. aureus e S. mutans. Entretanto não teve 

efeito significante na formação de biofilme de C. albicans.  

 

Palavras-chave: Materiais dentários; reembasadores de dentadura, biofilme. 
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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  α = 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 
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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 INTRODUÇÃO 
 

  O uso de materiais reembasadores resilientes tem sido largamente indicado 

para cobrir a superfície interna das próteses totais ou próteses parciais removíveis que estão 

em contato com a mucosa oral objetivando o tratamento e condicionamento do tecido 

injuriado ou em casos de pós cirurgia em pacientes com prótese total imediata. Quando 

utilizado, esse material proporciona ao paciente conforto, reduz a fricção da prótese sobre a 

mucosa e diminui a transmissão de forças sobre o rebordo residual67.  Embora seu uso seja 

uma prática cada vez mais comum é preocupante seu envolvimento na microbiota oral e na 

formação de biofilme4. 

  Os materiais reembasadores resilientes são classificados em dois tipos, os de 

longo prazo e os de curto prazo, de acordo com sua utilização73. 

  Os reembasadores resilientes de longo prazo são chamados forradores e são 

utilizados como medida terapêutica para os pacientes que não podem tolerar estresses 

induzidos pela prótese como superficialidade do nervo mentoniano, crista alveolar 

reabsorvida ou atrofiada e contra-indicações cirúrgicas67.  

  Os materiais reembasadores resilientes de curto prazo são os condicionadores 

de tecido. Esses materiais são de uso temporário e têm sua indicação principal em próteses 

totais imediatas ou de transição, durante a primeira fase de reabsorção óssea alveolar. Além 

disso, são também indicados para tratamento e condicionamento de tecidos irritados e/ou pós-

cirúrgicos.  Esses produtos apresentam propriedades elásticas e visco-elásticas que resultam 

numa distribuição uniforme da carga mastigatória na mucosa subjacente e no amortecimento 

das forças de mastigação73.  

 A grande desvantagem está associada à baixa efetividade de limpeza, visto 

que, frequentemente, pacientes relatam sabor e odor desagradáveis14, fato esse que ocorre em 

função de que, com o passar do tempo, o material mostra-se mais rígido e poroso, facilitando 
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o acúmulo de detritos alimentares e o crescimento de microrganismo, proporcionando um 

meio favorável ao desenvolvimento de infecções58.  

 Portanto a colonização de microrganismos na superfície das próteses pode 

induzir uma resposta inflamatória crônica na mucosa oral, caracterizada pela presença de área 

eritematosa que mantém contato com a prótese, denominada estomatite protética6,7,9,11,50,76. 

  Embora a etiologia da estomatite protética seja considerada multifatorial, a 

infecção por Candida spp., especialmente Candida albicans, é considerada o principal fator 

etiológico19,22. Entretanto, outras espécies são 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 

Enterobacteriaceae7,12,41,57,61.  

 Idade, gênero, deficiências nutricionais, antibióticos de amplo espectro, 

imunossupressores e alterações no mecanismo imunológico também são considerados como 

agentes etiológicos dessa patologia25,71.  

 Fatores locais associados à prótese como pobre higiene oral, trauma local 

causado pelo aparelho protético, seu uso contínuo e alterações no pH da saliva também são 

predominantes no desenvolvimento da estomatite protética18,53. 

 Dessa forma, na tentativa de reduzir ou evitar a proliferação de 

microrganismos na superfície de materiais reembasadores resilientes, diversos autores 

investigaram a incorporação de agentes antimicrobianos como nistatina, miconazol, 

fluconazol, itraconazol, clorexidina, triclosan, zeólito de prata e zinco e dióxido de titânio em 

condicionadores de tecido3,16,23,24,30,42,43,55,72,74.  

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

liberação gradual dos compostos alguns estudos têm demonstrado que esses agentes perdem 
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as propriedades antimicrobianas com o tempo, podem levar a efeitos tóxicos na mucosa do 

paciente, bem como aumentar a deterioração do material2.  

 A incorporação de substâncias com propriedades antimicrobianas aos 

materiais reembasadores resilientes que não fossem liberados mantendo com isso as 

propriedades antimicrobianas do material seria uma alternativa.  

 O polímero antimicrobiano poli (2 tert-butilaminoetil) metacrilato 

(PTBAEMA) se caracteriza como uma substância policatiônica e atua na permeabilidade da 

membrana celular causando substancial dano a essa membrana e com isso resultando na 

morte do microrganismo26,31,70. Alguns estudos sugerem a baixa toxicidade do polímero além 

de não causar resistência bacteriana28,52. Assim a substância vem sendo incorporada a tubos 

de polietileno, aço inoxidável com intuito de eliminar ou reduzir a aderência de 

microrganismos nas superfícies desses materiais e resultados promissores têm sido 

observados28,62.  

 Este polímero, ao ser incorporado, reage com o monômero e com isso libera 

grupo amino em uma das extremidades da sua cadeia polimérica, o que lhe confere uma alta 

atividade antimicrobiana44,45. O grupo amino causa substituição de íons cátions da membrana, 

seguida de desorganização e lise celular64. Assim, o contato da célula com a superfície 

contendo este grupo é suficiente para promover um efeito biocida62.  

 Estudo tem mostrado que a incorporação deste polímero em resinas de base 

protética causa efeito bactericida e não fungicida17,33, mas em materiais  reembasadores este 

efeito não foi ainda estudado. 

 Com intuito de desenvolver uma alternativa viável para reduzir ou impedir o 

crescimento de microrganismos na superfície de materiais reembasadores resilientes e 

possibilitar melhorias na qualidade de vida de usuários de próteses removíveis quando 

fizerem uso desses materiais, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de 
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um material reembasador resiliente combinado ao polímero antimicrobiano poli (2 tert-

butilaminoetil) metacrilato sobre a formação de biofilme. 

 A hipótese nula deste estudo foi que a incorporação do PTBAEMA (10% ou 

25%) não alteraria a formação de biofilmes de três espécies de microrganismos testadas 

(Staphyloccocus aureus, Streptococcus mutans e Candida albicans). 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Biofilme 

  Biofilme é uma comunidade microbiana aderida numa superfície, com células 

que formam microcolônias revestidas por uma complexa matriz de polissacarídeos 

extracelular produzida e formada em resposta a uma variedade de estímulos ambientais e 

físicos, tais como elevada densidade celular, nutrição e tensões físicas. Esta comunidade 

autossuficiente e protegida permite que o biofilme atue como um ninho de disseminação de 

microrganismo e infecções. O biofilme oral pode ser formado por bactérias e fungos 

patogênicos5,21. 

 Em 2001, Dolan21 descreveu o processo de formação de biofilme. Bactérias e 

fungos patogênicos podem formar biofilmes mistos ou puros. Características do substrato tem 

um significante efeito na adesão do biofilme. Em geral, maior rugosidade e hidrofobicidade, 

desenvolve biofilme mais rapidamente. As células aderidas à superfície se dividem, formam 

microcolônias e produzem uma matriz extracelular. Os canais de água encontrados na matriz 

transportam nutrientes e/ou oxigênio. O modo de crescimento do biofilme confere aos 

microrganismos uma significativa resistência aos antimicrobianos. Embora os mecanismos da 

formação de biofilme, crescimento e resistência microbiana tenham sido investigados, ainda 

existe uma necessidade de tratamentos eficazes contra microrganismos associados em 

biofilme.  

 Hornby et al.27, em 2001, isolaram e caracterizaram uma molécula extracelular 

Quórum Sensing (QSM) responsável pelo tamanho do inóculo de C. albicans. O QSM é um 

fenômeno mais conhecido nos organismos procarióticos, mas também tem sido sugerido nos 

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

pode agir no fator de virulência da C. albicans. Entretanto, sua excreção pode ser diferente in 
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vivo e in vitro. As propriedades lipofílicas do farnesol livre podem ter sua localização 

favorável na membrana e assim alterar a solubilidade da membrana das células hospedeiras. 

 Em 2003 (Nikawa et al.40) a formação de biofilme de Candida albicans nas 

superfícies de materiais reembasadores resilientes, associado ao uso de soluções limpadoras 

de prótese foi estudada. Sete reembasadores resilientes (Soften, Nissin soft reverse, Mollosil, 

Evatouch, Tokuyama soft relining, GC denture relining, Molloplast B) sofreram deterioração 

artificial pela imersão em três tipos de soluções limpadoras de prótese (peróxido alcalino, 

peróxido neutro com enzima e enzima) durante 180 dias para que o crescimento fúngico e 

formação de biofilme fossem estudados. Onze espécimes de cada material foram submersos 

em cada solução limpadora durante 8 horas, em temperatura ambiente, e lavados 

abundantemente em água corrente e água destilada. Em seguida foram submersos em água 

destilada durante as 24 horas restante a 37ºC. Esse processo foi repetido durante 180 dias. 

Dois espécimes, dos onze confeccionados, foram submetidos à análise de rugosidade de 

superfície, enquanto os outros 8 espécimes foram utilizados para o ensaio microbiológico. O 

pH do meio e adenosina trifosfato (ATP) foram avaliados. O estudo demonstrou que os 

materiais reembasadores resilientes, incluindo suas composições, mostraram inibição no 

crescimento de C. albicans, resultando num efeito inibitório sobre a colonização fúngica ou 

formação de biofilme. A formação de biofilme fúngico nos reembasadores deteriorados 

variou conforme a combinação do material resiliente e solução limpadora. A relação entre a 

formação de biofilme e rugosidade de superfície das amostras foi analisada. Entretanto, 

nenhuma correlação significativa foi observada. Os autores sugerem que o uso diário de 

soluções limpadoras de prótese pode promover uma formação de biofilme fúngico na 

superfície do material reembasador resiliente. 

 Park et al.48 (2003) estudaram a capacidade de redução na adesão de Candida 

albicans em uma superfície modificada de resina protética. O material tem uma carga 
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negativa incorporada pela copolimerização do ácido metacrílico ao metil metacrilato. Quatro 

grupos de polimetil metacrilato (PMMA), sendo um controle e, 3 grupos de PMMA 

modificado (mPMMA), nas concentrações de 5%, 10% e 20% de ácido metacrílico, foram 

analisados. Os espécimes (11x5mm) foram colocados em uma suspensão de C. albicans e as 

células aderidas foram coradas com cristal violeta. A superfície de área de adesão foi 

examinada utilizando um computador de imagem com aumento de 25x. A média de 

porcentagem de adesão da Candida foi comparada entre o grupo controle e cada grupo 

experimental. O aumento da concentração de ácido metacrílico incorporado ao PMMA 

diminuiu a área de adesão de C. albicans, com uma redução significativa no grupo contendo 

10% de ácido metacrílico, além de existir uma correlação entre a superfície de adesão do 

fungo e medida de ângulo de contato. O ácido metacrílico aumentou a energia de superfície 

da resina. Os resultados deste estudo reforçam a interação eletrostática na adesão e introdução 

de um método efetivo na redução de adesão de C. albicans em superfície de PMMA através 

da modificação da carga superficial de biomateriais poliméricos. 

 Thein et al.69, em 2006, estudaram 8 espécies de bactérias orais aeróbicas e 

anaeróbicas sobre a formação de biofilme de C. albicans. Um protocolo de formação de 

biofilme interagindo com a C. albicans foi realizado. Em seguida, o número de células 

viáveis foi quantificado e a ainda a formação de biofilme foi confirmada por meio de 

microscopia eletrônica de varredura. Resultados demonstraram que culturas de bactérias 

tiveram efeito sobre a formação de biofilme de C. albicans, onde altas concentrações de 

bactérias reduziram o desenvolvimento do fungo, com exceção do Lactobacillus acidophilus, 

Streptococcus mutans e Streptococcus intermedius. Concluiu-se, de maneira quantitativa e 

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

multiespécies como a cavidade oral. 
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 Teughels et al.68 (2006) em uma revisão sistemática, avaliaram criticamente o 

impacto das características da superfície (energia de superfície, rugosidade, composição 

química do substrato) na formação de um novo biofilme, especialmente supragengival e 

pequena extensão subgengival. Quando um microrganismo e um substrato se encontram em 

um ambiente aquoso, uma película é imediatamente formada sobre a superfície do substrato. 

A película consiste em numerosos componentes, incluindo glicoproteínas, prolinas, 

fosfoproteínas, enzimas e outras moléculas, que podem funcionar como sítios de adesão 

(receptores) para as bactérias. Streptococcus e Actynomices são os primeiros colonizadores. 

Depois da formação dessa camada inicial, a formação do biofilme pode se iniciar com a 

multiplicação das espécies aderidas e/ou adesão de novas espécies. Concluíram que a 

rugosidade de superfície facilita a formação de biofilme. Além disso, o tipo (composição 

química) do substrato ou o tipo de cobertura superficial também influenciam em sua 

formação. 

 Em 2007, Avon et al.8 avaliaram o biofilme oral in vivo utilizando uma nova 

metodologia para entender melhor a organização do biofilme de Candida da estomatite 

protética. Vinte e um voluntários usuários de prótese total maxilar, sendo 12 com diagnóstico 

de estomatite protética crônica e 9 com mucosa palatina saudável foram selecionados. Discos 

de resina acrílica autopolimerizável, com 3mm de diâmetro, personalizados, foram inseridos 

dentro de uma cavidade preparada na superfície da prótese maxilar em contato com a 

mucosa. Próximo ao disco de resina acrílica, um disco de papel autoadesivo foi posicionado 

para comparação entre as duas amostras das duas diferentes técnicas. O biofilme foi coletado 

em diferentes períodos de tempo (1 hora, 2 horas, 2 dias ou 1 semana) e os dados descritivos 

foram obtidos através do escaneamento por microscopia eletrônica. Inicialmente os autores 

observaram diferenças na organização do biofilme comparando-se as duas amostras, 

entretanto, tais diferenças tornaram-se sutis à medida que o período de observação 
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aumentava. Independentemente da técnica, as amostras variaram entre os participantes quanto 

a densidade dos microrganismos e padrão arquitetônico da estrutura do biofilme. Em geral, 

formação de biofilme protético foi maior quando os discos estavam localizados em áreas 

afetadas por estomatite protética. A nova técnica de amostragem fornece informações 

confiáveis com tempo controlado de formação de biofilme protético em seu ambiente natural. 

 Pereira-Cenci et al.51 (2008) investigaram a interação entre a C. albicans e C. 

glabrata ou S. mutans em biofilmes formados em diferentes superfícies (hidroxiapatita- HA, 

polimetil metacrilato- PMMA e reembasador resiliente- SL), com ou sem saliva. A contagem 

de microrganismos viáveis da camada de biofilme acumulada foi determinada e convertida 

em UFC/mL. Microscopia confocal foi utilizada para caracterizar e quantificar o número de 

hifas dos biofilmes formados em cada condição 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 não cobertos. Glucose e presença de S. 

mutans impediu a formação de hifas de C. albicans.  A formação de biofilme de C. albicans 

aumentou com a presença 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 presença de outros microrganismos. 

 Ishijima et al.29 (2012) avaliaram um microrganismo oral probiótico comensal 

não patogênico, Streptococcus salivarius K12, quanto a sua habilidade em modular o 

crescimento in vitro da C. albicans, além de sua atividade terapêutica em um modelo 

experimental de candidíase oral. Uma inibição no crescimento micelial da C. albicans foi 

determinada. A adição de S. salivaris K12 no meio RPMI em culturas de C. albicans 

diminuiu a adesão do fungo na superfície plástica da placa de Petri, numa proporção dose-

dependente. Pré- culturas de S. salivarius K12 potencializaram a atividade inibitória de 

adesão da C. albicans. Apesar do S. salivarius K12 não ser fungicida, inibiu a adesão do 
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fungo ao substrato preferencialmente na forma de hifas que em leveduras. Para determinar o 

potencial anti-infeccioso atribuído ao S. salivarius K12 em candidíase oral, o probiótico foi 

administrado em ratos com candidíase oral induzida. O tratamento protegeu 

significativamente os ratos com a doença severa. Estes achados sugerem que o S. salivarius 

K12 pode inibir o processo de invasão de C. albicans em mucosas e sua adesão em 

superfícies de resina acrílica de próteses por mecanismos não relacionados com atividade 

antimicrobiana de antibióticos. Segundo os autores, o S. salivarius K12 pode ser útil como 

uma ferramenta probiótica protetora no cuidado oral e casos de candidíase. 

 Brusca et al.10 (2013) avaliaram o mecanismo de interação microbiana entre o 

patógeno oral C. albicans e S. mutans. Os autores observaram que, nas condições 

experimentais, a concentração final de S. mutans, com crescimento individual, foi 5 vezes 

maior que a concentração final de C. albicans isolada. Entretanto, quando os dois 

microrganismos cresciam juntos, esses valores eram inversos, e a concentração final de C. 

albicans era bem mais alta que de S. mutans. Estes resultados mostraram que o crescimento 

inicial das duas espécies quando cultivadas juntas foram influenciadas de maneira positiva. 

Contudo, num tempo maior de incubação, a C. albicans previne o crescimento bacteriano e 

alcança concentrações 4 vezes maior que quando cultivada isoladamente. O estudo sugeriu 

que a formação de biofilme de C. albicans pode ser potencializada pela presença de S. 

mutans através de dois mecanismos: sinergismo num primeiro e curto período e competição 

por longos períodos.  

 

2.2 Incorporação de antimicrobianos 

 El-Charkawi et al.24, em 1994, estudaram  a incorporação de dois agentes 

antimicrobianos (nistatina e polinoxilina) em três materiais reembasadores (Acrostone, 

Raplon e Ufi-gel). A atividade antimicrobiana, as propriedades mecânicas e a composição 
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química foram avaliadas. A adição de nistatina a 3%, 5% e 10% apresentou efeito 

antimicrobiano contra Candida albicans durante 4, 16 e 32 semanas, respectivamente. As 

propriedades mecânicas avaliadas como tensão de tração, de compressão e de cisalhamento 

não foram afetadas pela incorporação de nistatina. Entretanto, apenas em altas concentrações 

(40%, 50% e 60%) de polinoxilina apresentou efeito antimicrobiano (6, 8 e 28 dias, 

respectivamente), além de efeitos deletérios às propriedades mecânicas avaliadas. Não houve 

interação química entre os materiais reembasadores e os agentes antimicrobianos testados. 

 Em 1994, Truhlar et al.72 avaliaram in vitro a atividade antifúngica do Visco-

gel e Lynal (materiais reembasadores) impregnados com diferentes concentrações 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 

não aquoso. O reembasador Visco-gel com nistatina exibiu maior atividade antifúngica 

quando comparado ao Lynal contendo nistatina. Os reembasadores contendo nistatina 

apresentaram rápida redução da atividade antifúngica entre os dias 0 e 2, seguida de um platô 

que foi reduzindo gradualmente até perder sua atividade inibitória. Em ambiente aquoso, 

1.000.000 U de nistatina são necessários para manter um nível adequado de atividade 

antifúngica. Além disso, os reeembasadores demonstraram uma redução na atividade 

antifúngica proporcional ao tempo de exposição à água. 

 Em 1997, Matsuura et al.34 pesquisaram o efeito antimicrobiano de cinco 

condicionadores de tecido (Visco-gel, GC Soft Liner, Fitt, SR Ivoseal e Shofu Tissue 

Conditioner) contendo 2% de zeólito 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 incorporação de zeólito de prata (controle). O efeito 

antimicrobiano dos grupos foi avaliado pela porcentagem de células viáveis (CFU) em 

suspensão microbiana (100µL) de solução tampão-fosfato com ou sem imersão 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 zeólito 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.42 estudaram o efeito do zeólito de prata 

(Zeomic®) combinado aos condicionadores de tecido GC Soft Liner e Coe Comfort, nas 

concentrações 0%, 1%, 2%, 3%, 4% e 5% no crescimento e/ou produção de ácido de C. 

albicans. O efeito da incorporação desses agentes na propriedade física também foi avaliado. 

Os autores demonstraram que o efeito inibitório do crescimento da C. albicans foi dose-

dependente. A propriedade física avaliada não apresentou diferença significante entre os 

grupos controle e aqueles que continham as diferentes concentrações de zeólito de prata. 

Concluíram que a adição de zeólito de prata aos condicionadores de tecido poderia auxiliar 

no controle de placa bacteriana formada nas próteses. 

  Chow et al.16 (1999) incorporaram diferentes antifúngicos (nistatina, 

fluconazol e itraconazol) em três condicionadores de tecido (Coesoft, Viscogel e FITT) e 

investigaram o método de liberação destas substâncias. Após a incorporação das drogas nas 

concentrações 1, 3, 5, 7, 9 e 1l % nos condicionadores de tecido, estes foram introduzidos em 

orifícios realizados no meio Sabouraud ágar das placas de Petri, previamente inoculadas com 

C. albicans. Após incubação por diferentes períodos de tempo, realizou-se a mensuração do 

halo de inibição formado. Os resultados demonstraram que os orifícios contendo apenas 

condicionadores de tecido, sem incorporação de antifúngicos, não demonstraram inibição 

efetiva do crescimento dos microrganismos. O pico de atividade dos antifúngicos se deu entre 

65 e 89 horas, seguida de um platô. O itraconazol apresentou maior atividade fungicida que o 

fluconazol, enquanto que a nistatina apresentou a menor atividade. A concentração mais 

efetiva para quase todas as combinações foi de 5%. Os autores concluíram que, para o 

tratamento da estomatite protética, recomenda-se a combinação de itraconazol a 5% com Coe 



29 
 

Soft ou Fitt e devido ao pico da atividade antifúngica ser de três dias, sugere-se a substituição 

deste material o mais breve após este período.  

  Lefebvre et al.31, 2001, investigaram o efeito antimicrobiano e citotóxico da 

adição de Microban® (triclosan) em um material reembasador. Discos (5x1mm) de 

PermaSoft® com e sem Microban incorporado foram confeccionados. Para a avaliação da 

citotoxicidade, fibroblastos de ratos foram cultivados, distribuídos em poços 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 solução com cepas de C. albicans a 37ºC por 48 

horas. Os corpos de prova foram lavados e agitados em ultrassom e as soluções resultantes 

foram diluídas, semeadas e incubadas a 37ºC por 24 horas. O número de colônias foi contado. 

Os autores concluíram que a adição de Microban® não alterou a citotoxicidade do PermaSoft 

e também não reduziu a adesão do fungo após 24 horas. 

  Em 2006 Pesi-Bardon et al.52 determinaram a porcentagem necessária de 

amônia quaternária em resina acrílica termo polimerizada para obter uma base de prótese 

com propriedade antissépticas. Discos de resina acrílica contendo de 0% (controle), 2%, 5%, 

10%, 20%, 30%, 40% e 50% de polímero amônia 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 viáveis. Espécimes de resina com amônia apresentaram 

efeito bactericida para E. coli e S. aureus na concentração de 2% e para P. aeruginosa na 

concentração de 10%. Efeito fungicida para C albicans na concentração de 50% foi 

encontrado.  
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  No mesmo ano, Lenoir et al.32 incorporaram o biocida poli (2-tert-

butilmaminoetil) metacrilato (PTBAEMA) a um polímero de baixa densidade (LDPE) e 

avaliaram a atividade antibacteriana frente à E. coli do polímero LDPE contendo 10% de 

PTBAEMA. Amostras de LDPE (0,5x0,5cm) modificado com PTBAEMA foram suspensas 

em tubos contendo solução salina estéril nas concentrações 0,2; 0,3 e 0,4g/mL. Em seguida, 

alíquotas de microrganismos foram inoculadas. Após 20, 60 e 120 minutos alíquotas desta 

suspensão foram removidas e diluídas em série para semeadura em placas de Petri para então 

seguir a contagem do número de células viáveis. A atividade antibacteriana do LPDE 

modificado também foi avaliada pelo teste de difusão em ágar. Microscopia de transmissão e 

varredura foi utilizada para avaliar as alterações morfológicas ocorridas nas células 

bacterianas testadas. Os resultados demonstraram que 0,4g do material modificado por mL 

eliminou todas as bactérias após 120 minutos. No teste de difusão em ágar, observou-se 

ausência do halo de inibição em torno das amostras de LDPE modificado com PTBAEMA, 

demonstrando ausência de liberação de composto ativo. Alterações estruturais nas 

membranas das bactérias foram observadas. Os autores concluíram que o modo de ação do 

PTBAEMA é através do deslocamento de íons Ca2+ e/ou Mg2+ da membrana externa da 

bactéria que resulta em desorganização e ruptura das células e morte do microrganismo. 

  Também em 2006, Seyfriedsberger et al.62 estudaram a atividade 

antimicrobiana de superfícies de um polietileno de baixa densidade composto por um 

polímero biocida poly (2-tert-butilaminoetil) metacrilato em diferentes concentrações (0%; 

1,5%; 3,0% e 5,0%). A atividade antimicrobiana foi avaliada 24 horas após o contato das 

amostras com as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus pela contagem de 

unidades formadoras de colônia por mililitros (UFC/mL). O número de UFC/mL de S. aureus 

após 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 número de 
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microrganismo para zero. A formação de biofilme sobre as superfícies do polietileno foi 

avaliada pela mensuração de adenosina tri-fosfato (ATP) e foi detectada após 12 e 16 

semanas de incubação. Os autores não observaram prejuízos às propriedades mecânicas 

avaliadas de acordo com o aumento da concentração de PTBAEMA. 

  Ignatova et al.28, em  2006, avaliaram o efeito do recobrimento superficial de 

um aço inoxidável com poli (TBAEMA) e outros copolímeros de TBAEMA sobre a adesão 

de S. aureus. Para isso, as superfícies de aço inoxidável (2 cm2) foram esterilizadas e 

colocadas em placas. Em seguida, uma alíquota de uma suspensão contendo 1,5 x 108 células 

de S. aureus foi pipetada por toda superfície do aço inoxidável. Posteriormente, as amostras 

foram incubadas por 37ºC por 1 hora. O substrato em aço inoxidável 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 diluições seriadas desta solução e 

a semeadura em placas de Petri que foram incubadas a 37ºC por 24 horas. Após a incubação, 

o número de colônias foi determinado. Os resultados demonstraram que, entre as superfícies 

de aço inoxidável testadas, as revestidas por poli (TBAEMA-co-PEOMA), poli (TBAEMA) e 

poli (TBAEMA-co-AA) reduziram a adesão de S. aureus quando comparadas ao aço 

inoxidável não revestido (controle). Os autores concluíram que estes achados são de grande 

interesse para implantes médicos e em outras aplicações ortopédicas. 

  Urban et al.74 (2006) estudaram a incorporação de agentes 

antifúngico/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 partículas com tamanhos e formas irregulares e distribuídos de 

maneira homogênea. Espécimes com ketoconazol apresentaram partículas esféricas pequenas 
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com ligeira distribuição na matriz. Espécimes com clorexidina incorporada exibiram 

partículas irregulares maiores que 50µm dispersas na matriz. Este estudo in vitro concluiu 

que a modificação do condicionador de tecido mostrou diferença na distribuição e tamanho 

das partículas dos agentes antifúngicos/ antimicrobianos. 

 Em 2007, Dhir et al.20 propuseram a adição de uma carga aniônica à base 

protética para inibir a adesão de C. albicans e facilitar a absorção de células de defesa 

presentes na saliva, avaliando as propriedades físicas de uma resina acrílica para base 

protética. Os autores adicionaram diferentes concentrações de fosfato (10 e 20%) à uma 

resina acrílica experimental e avaliaram a sorção, a solubilidade em água, a estabilidade de 

cor e o manchamento, além de modulo e resistência à flexão. Os resultados obtidos em 

relação à estabilidade de cor, manchamento e solubilidade em água não foram diferenciais, 

porém, a análise da sorção apresentou-se aumentada; o módulo e a resistência flexural 

estavam diminuídos. Concluindo a pesquisa, os autores verificaram que a resina com 10% de 

fosfato apresenta as melhores propriedades físicas para uso.  

  Também em 2007, Shibata et al.63 desenvolveram uma resina acrílica para 

reembasamento protético (Natural Resin) com propriedades antifúngicas através da adição de 

dióxido de titânio (TiO2) e de dióxido de titânio com apatita coaptada (Ap-TiO2) em quatro 

concentrações diferentes (0%, 1%, 5% e 10%).  As concentrações 5% e 10% apresentaram 

atividade biocida, diminuindo significativamente o número de microrganismos, entretanto, 

quanto maior a concentração de TiO2 e Ap-TiO2 menor era a resistência à flexão. Segundo os 

autores, isto ocorreu porque a adição dos produtos acarretou num aumento da quantidade de 

monômero residual, causando uma ação plastificante. À conclusão do trabalho foi constatado 

que o complexo resina acrílica/Ap-TiO2 a 5% tem efeito antimicrobiano e ainda assim 

mantém as propriedades físicas da resina acrílica. 
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  Thomassin et al.70 (2007) incorporaram o polímero 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 solução contendo 108 células/mL de E. 

coli. Em intervalos regulares de tempo (20, 60 e 120 minutos), alíquotas desta solução foram 

removidas e realizadas diluições em série (até 105) e semeadas em placas de Petri as quais 

foram incubadas a 37 °C durante à noite. Após a incubação, o número de células viáveis foi 

determinado. Os resultados demonstraram uma atividade antibacteriana de longa duração, 

que os autores justificaram como sendo em consequência da ligação das cadeias do 

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

  Em 2008 Casemiro et al.13 avaliou a atividade antimicrobiana frente a Candida 

albicans e Streptococcus mutans de resina acrílica contendo diferentes porcentagens de 

zeólito de prata e zinco (0% - controle; 2,5%; 5,0%; 7,5% e 10%) e o efeito desta adição nas 

resinas acrílicas sobre a resistência flexural e resistência de força de impacto. Os dados 

mostraram que a adição de 2,5% de Iraguard B5000 (zeólito de prata e zinco) apresentou 

atividade antimicrobiana contra todas as cepas testadas. A resistência flexural e resistência à 

força de impacto diminuíram significativamente a partir da adição de 2,5% da substância 

testada. Os autores concluíram que a adição de zeólito de prata e zinco em resina acrílica 

apresenta atividade antimicrobiana, porém pode afetar negativamente as propriedades 

mecânicas, dependendo da porcentagem de zeólito incorporado. 

  Park et al.47 (2008) investigaram dois métodos inovadores na redução da 

adesão de Candida albicans em resinas de base de prótese através da modificação de suas 

características de superfície, pela incorporação de uma superfície de carga e aplicação de um 

polímero auto adesivo nas resinas. Três grupos foram testados: controle (PMMA puro), 

PMMA modificado com 16% de ácido metacrílico para negativar a superfície da resina, 
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PMMA tratada com um polímero autoadesivo. Vinte espécimes de resina para cada grupo 

foram confeccionados e quatro subgrupos experimentais para cada tipo de superfície foram 

divididos em 2, 4, 6 e 12 dias de incubação em suspensão de C. albicans. A área de superfície 

com C.albicans aderida foi corada com cristal violeta e examinada calculando a porcentagem 

de área coberta pelo fungo. Após 2 dias, a resina modificada apresentou significativa redução 

nos níveis de C. albicans quando comparado ao grupo controle e ao grupo com o polímero 

auto adesivo. Entretanto, os grupos de resina modificada e com o polímero autoadesivo 

apresentaram menores níveis de C. albicans aderidas nos dias 4, 6 e 12, com diferença 

estatisticamente significante, quando comparado ao grupo controle. Concluiu-se que 

modificação nas características de superfície de biomateriais poliméricos é um método 

efetivo na redução de adesão de C. albicans. 

  Em 2009, Monteiro et al.36, através de uma revisão de literatura, avaliaram 

várias formas de incorporação de prata tais como zeólito de prata, nanopartículas de prata e 

íons de prata utilizadas como agente antimicrobiano frente a microrganismos e biofilme. De 

acordo com os autores, as características de liberação dos íons de prata dependem da natureza 

da prata e da matriz polimérica utilizada. Além disso, tanto a prata elementar quanto zeólitos 

de prata e nanopartículas de prata podem ser utilizados como biomateriais antimicrobianos 

para uma variedade de aplicações. 

  Radnai et al.56 (2010) avaliaram a efetividade de um antifúngico gel 

incorporado a um condicionador de tecido e inibição de C. albicans in vitro, após 

armazenamento em longo período em meio aquoso. Inicialmente (1º estágio) comparou-se o 

efeito inibitório de gluconato de clorexidina (nas concentrações 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 (2º estágio) avaliou-se a atividade antimicrobiana contra 

C. albicans incorporando o antifúngico gel no condicionador de tecido imerso em água 
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durante longo período. Como resultados foram observados que o gel de digluconato de 

clorexidina não inibiu o crescimento de C. albicans. A incorporação do miconazol apresentou 

um efeito inibitório dose-dependente no crescimento do fungo. A imersão dos discos em água 

mostrou uma relação inversa entre o tempo de imersão e o grau de inibição. Neste trabalho 

foi concluído que o miconazol adicionado em forma de gel no material Visco-gel tem um 

efeito inibitório no crescimento in vitro de C. albicans. 

  Em 2011, Paleari et al.46 avaliaram o efeito da incorporação do TBAEMA em 

resina acrílica e a presença de grupo amina em sua superfície. Discos de resina acrílica 

Lucitone 550, 10 espécimes para cada grupo (1 grupo controle e mais 5 grupos com 

diferentes concentrações de TBAEMA- 0,5%, 1,0%, 1,5%, 1,75% e 2,0%) foram 

confeccionados. Os espécimes foram polidos para uma dimensão final de 65x10x3.3mm e 

armazenados em água destilada a 37ºC por 50±2h antes dos testes. O ensaio de resistência 

flexural em 3 pontos foi realizado e análise estatística com ONE-WAY ANOVA e Tukey 

para comparação pos-hoc entre os grupos (α=0.05). A incorporação de TBAEMA na resina 

acrílica resultou em diferentes taxas de nitrogênio na superfície dos espécimes. A adição de 

1.75% de TBAEMA mostrou altos valores de nitrogênio (0.92%). Entre os espécimes 

experimentais, a menor quantidade de nitrogênio encontrada foi no grupo com 0.5% de 

TBAEMA. No grupo controle não foi encontrado nitrogênio. Diferenças estatisticamente 

significante foram encontradas entre os grupos (ANOVA). O teste de Tukey para resistência 

flexural não mostrou diferença 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 

resistência em relação aos primeiros). O grupo 1,75% e 2.0% de TBAEMA tiveram menor 

resistência flexural com diferença estatisticamente significante. A adição de TBAEMA na 

resina acrílica promoveu uma redução em suas propriedades de resistência flexural. 

Concluiu-se que a presença de grupo amino na superfície de resina acrílica após a 
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incorporação de TBAEMA indica uma possível atividade antimicrobiana. Entretanto, 

determinadas concentrações podem diminuir a resistência flexural desta resina. 

 Acosta- Torres et al.1 (2011) estudaram o polimetilmetacrilato (PMMA) para 

base de prótese com incorporação de nanopartículas de prata. Discos de PMMA (controle) e 

PMMA- com nanopatículas de prata foram confeccionados com resina acrílica comercial 

Nature-Cryl. O ensaio de citotoxicidade foi realizado utilizando NIH-3T3 fibroblastos 

embrionários de ratos e uma sequência de células linfócitas humanas Jurkat. As células foram 

cultivadas por 24 e 72 horas na presença ou ausência do polímero formulado e analisado 

utilizando três diferentes testes, sendo eles viabilidade celular pelo ensaio 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT); proliferação pelo ensaio de 

ligação enzima-imunossorbancia BrdU; e DNA (Comet assay). As amostras foram avaliadas 

mecanicamente e as amostras de polímero com nanopartículas de prata foram analisadas 

microscopicamente para avaliar a dispersão das nanopartículas. Os resultados mostraram que 

os discos de PMMA com nanopartículas de prata reduziram significativamente a adesão da 

Candida albicans e não afetaram o metabolismo ou proliferação. Concluíram que o estudo 

desenvolveu um novo material de PMMA biocompatível antifúngico para bases de próteses. 

 Em 2012, Regis et al.59 investigaram as propriedades antimicrobianas e 

citotoxicidade do monômero methacryloyloxyundecylpyridinium bromide (MUPB) em sua 

forma não polimerizada, e sua incorporação em resina de base de próteses. A atividade 

antimicrobiana do MUPB foi testada contra espécies de Candida albicans, Candida 

dubliniensis, Candida glabrata, Lactobacillus casei, Staphylococcus aureus e Streptococcus 

mutans. Concentração inibitória mínima (MIC) e concentração mínima bactericida e 

fungicida (MFC/MBC) de MUPB foram determinadas por diluições seriadas (de 10g/L – 

0.005g/L) em comparação com cetylpyridinium chloride (CPC). O efeito citotóxico do 

MUPB em concentração a partir de 0.01 à 1g/L foi testado por MTT em células L929 e 



37 
 

comparado com metil metacrilato (MMA). A atividade antimicrobiana do MUPB 

copolimerizado foi testada com espécimes de resina acrílica contendo três concentrações do 

monômero (0, 0.3, 0.6% w/w). A atividade foi quantificada pela média dos halos de inibição 

do teste de difusão dos discos de resina sobre os meios de cultura com 100µL de inoculo 

semeados na placa, e uma quantificação da adesão de células planctônicas. MUPB apresentou 

baixos valores de MIC quando comparado ao CPC, sendo a diferença significativa apenas 

para C. dubliniensis e S. mutans. MFC/MBC foram similares a todas as espécies, com 

exceção da C. albicans; neste caso MUPB apresentou valores significativamente mais altos e 

maior citotoxicidade que MMA para todas as concentrações testadas (p< 0.001) exceto para 

0.01g/L. Em relação a concentração incorporada nos espécimes, nenhum halo de inibição foi 

encontrado. A incorporação de MUPB influenciou apenas na adesão de C. albicans, com 

mais baixa contagem de UFC para o grupo 0.06%. Os autores concluíram que MUPB não 

polimerizado tem atividade antimicrobiana semelhante ao CPC e maior citotoxicidade 

quando comparado com MMA. A atividade antimicrobiana de MUPB após incorporação em 

resina acrílica de bases de próteses não dependeu da sua eluição, mas mostrou ser restrito 

para C. albicans. 

  Wady et al.75 (2012) avaliaram a atividade da solução de nanopartículas de 

prata (AgNPs) sobre C. albicans e o efeito da incorporação de AgNPs em resina acrílica para 

base protética, a hidrofobicidade, adesão de C.albicans e formação de biofilme. A solução de 

AgNPs foi sintetizada e caracterizada por redução química. Concentração mínima inibitória 

(MIC) e fungicida mínima para células planctônicas (MFC) e sésseis (MFCs) foram 

determinadas contra C albicans. Espécimes (n=360) de resina acrílica incorporadas com as 

nanopartículas foram confeccionados nas concentrações: 1000, 750, 500, 250 e 30 ppm e 

armazenadas em PBS por 0, 7, 90 e 180 dias. Resina acrílica sem AgNPs (0ppm) foram 

utilizadas como controle. Após o período de armazenamento, os ângulos de contato foram 
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medidos e os espécimes foram testados para adesão de C. albicans (37ºC; 90 min; n=9) e 

formação de biofilme (37ºC; 48h; n=9) pelo ensaio de redução XTT (2 metoxi 4 nitro 5 

sulfonil 5 fenilalanina carbonil 2H tetrazólium hidróxido). A incorporação de AgNPs reduziu 

a hidrofobicidade da resina. Nenhum efeito na adesão e formação de biofilme foi observado. 

Em 90 e 180 dias de armazenamento, e apesar da solução de AgNPs ter atividade antifúngica, 

nenhum efeito na adesão e formação de biofilme da C. albicans foi observado após a 

incorporação da solução de nanopartícula de prata na resina acrílica de base protética. 

  Em 2012 Compagnoni et al.17 avaliaram a atividade antimicrobiana e 

propriedades da superfície de uma resina acrílica (Lucitone 550) contendo o polímero 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 adesão de cada 

microrganismo (Candida albicans, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans). A 

topografia de superfície foi caracterizada por um microscópio atômico e a hidrofilicidade da 

superfície foi medida pelo ângulo de contato formado pela água e resina. O número de células 

viáveis de S. mutans e S. aureus reduziu significativamente com a incorporação de 10% de 

PTBAEMA. Entretanto, para C. albicans, não houve diferença estatisticamente significante 

quando comparado ao grupo controle. A incorporação de 10% de PTBAEMA aumentou a 

rugosidade de superfície e diminuiu o ângulo de contato. Os autores concluíram que a adição 

de PTBAEMA aumentou a hidrofilicidade e a rugosidade da superfície da resina acrílica e 

diminuiu a adesão das bactérias S. mutans e S. aureus. Porém não apresentou atividade 

antimicrobiana contra formação de biofilme de C. albicans. 

  Marra et al.33 (2012) avaliaram a atividade antimicrobiana de uma resina 

acrílica (Lucitone 550) combinada a um polímero antimicrobiano poli (2 tert-butilaminoetil) 

metacrilato (PTBAEMA) sobre a formação de biofilme de Staphylococcus aureus, 
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Streptococcus mutans e Candida albicans. Discos de resina acrílica foram confeccionados e 

divididos de acordo com a concentração de PTBAEMA: 0% (controle), 10% e 25%. Os 

resultados mostraram que 25% de PTBAEMA inibiu completamente a formação de biofilme 

de S. aureus e S. mutans. Para C. albicans não foi encontrado diferença significativa entre os 

grupos testados. Concluiu-se então que a resina acrílica combinada a 10% e 25% de 

PTBAEMA apresentaram atividade antimicrobiana contra formação de biofilme de S. mutans 

e S. aureus, mas inativo contra formação de biofilme de C. albicans. 

  No mesmo ano, Nam et al.39 avaliaram as características físicas e antifúngicas 

de uma base protética de resina acrílica combinado a nanopartículas de prata. Discos de 

resina acrílica foram confeccionados contendo 0% (controle); 1%; 5%; 10%; 20% e 30% de 

nanopartículas de prata. Cada espécime foi inoculado com alíquotas de C. albicans e 

incubado a 37ºC durante 24 horas. O efeito antifúngico foi avaliado pela contagem de células 

viáveis. Para caracterizar os aspectos físicos, os espécimes foram testados para eluição de 

cátions de prata (Ag+) por avaliação térmica, microscopia eletrônica de varredura, dispersão 

de energia de raio X e estabilidade de cor. A resina acrílica modificada com a incorporação 

de nanopartículas de prata apresentou propriedades antifúngicas com baixa liberação de Ag+, 

entretanto a estabilidade de cor deve ser melhorada para aplicabilidade clínica. 

  Alcantara et al.4 (2012) estudaram o efeito da adição de agente 

antimicrobianos em um reembasador resiliente (Soft Confort, Dencril) e sua adesão a uma 

base de prótese (QC 20, Dentsply). Nove espécimes de resina acrílica (75x10x3 mm) foram 

armazenados em água destilada a 37ºC durante 48 horas. As drogas em pó foram 

incorporadas ao pó do reembasador antes da adição do líquido do reembasador resiliente 

sendo os 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 incorporação 
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de droga foi utilizado como controle. Não foi encontrada diferença estatisticamente 

significante em relação ao grupo controle. A falha de coesão localizada no material resiliente 

foi predominantemente observada em todos os grupos testes concluindo que a força de 

adesão entre a base de resina acrílica e material reembasador resiliente modificado não foi 

afetada pela adição de agentes antimicrobianos. 

  Rodriguez et al.60, em 2012, investigaram a resistência flexural e a interação 

química entre o 2 tert-butilaminoetil metacrilato (TBAEMA) e a base protética de resina 

acrílica. Os espécimes foram divididos em cinco grupos de acordo com a concentração de 

TBAEMA incorporado na resina acrílica Onda–Cryl (0%- controle, 1%, 2%, 3% e 4%). 

Diferentes taxas de nitrogênio foram encontradas na superfície dos espécimes e uma 

diminuição de temperatura na fase vítrea. Concluíram que a incorporação de TBAEMA em 

resina acrílica resultou em copolimerização e presença de grupo amina na superfície dos 

espécimes. A temperatura da fase vítrea e a resistência flexural foram afetadas de acordo com 

a concentração de TBAEMA. 

 Em 2012, Chopde et al.15 determinaram e compararam a atividade antifúngica 

de dois condicionadores de tecidos (Viscogel e CGSoft) combinados a nistatina, miconazol e 

fluconazol contra C. albicans, pelo teste de difusão em Agar, medindo-se o diâmetro de 

inibição de crescimento. A maior inibição foi observada no grupo contendo fluconazol 

seguida pelo grupo contendo miconazol e menor inibição com o grupo com nistatina. Os 

autores concluíram que os condicionadores de tecido quando misturados a agentes 

antifúngicos mostraram inibição satisfatória a C. albicans, podendo ser recomendado para o 

uso clínico. 

 Ainda em 2012, Monteiro et al.35 avaliaram uma base de prótese contendo 

nanopartículas de prata coloidal, através de análise morfológica, para visualizar a distribuição 

e dispersão das nanopartículas no polímero e testar a liberação da prata em água deionizada 
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em diferentes períodos. Um teste preliminar antimicrobiano (teste de difusão de 

nanopartículas de prata coloidal e de contato) e um mecânico (resistência flexural em MPa) 

foram realizados. Nanopartículas de prata foram sintetizadas por redução de nitrato de prata 

com citrato de sódio. A resina acrílica (Lucitone 550) foi preparada e suspensão de 

nanopartículas foi incorporada ao monômero da resina em diferentes concentrações (0,05%; 

0,5% e 5% de prata coloidal). O grupo controle foi de resina sem as nanopartículas. Os 

espécimes foram armazenados em água deionizada a 37ºC por 7, 15, 30, 60 e 120 dias. Cada 

solução foi analisada com espectrofotômetro de absorbância atômica. Não houve diferença na 

resistência flexural. Os resultados mostraram que os nanocompostos tiveram boa eficácia 

contra C. albicans, especialmente o PMMA/Ag contendo 5% de nanopartículas de prata 

coloidal. A prata não foi detectada na água deionizada independente da adição de 

nanopartículas nas resinas e nos períodos analisados. Micrográfico mostraram que com 

baixas concentrações, a distribuição de nanopartículas de prata foi reduzida, ao passo que sua 

distribuição foi melhorada no polímero. Além disso, após os 120 dias de armazenamento, 

nanopartículas foram localizadas principalmente na superfície dos espécimes de 

nanocompostos. A incorporação de nanopartículas de prata em resina acrílica foi evidente. 

Nanopartículas de prata foram incorporadas em PMMA resina protética para obter um efeito 

antimicrobiano do material e ajudar no controle de infecções comuns envolvendo tecido da 

mucosa oral em usuários de próteses totais. 

 Em 2013 Monteiro et al.38 estudaram o efeito de diferentes concentrações de 

nanopartículas de prata (NP) na composição da matriz e estrutura do biofilme de C. albicans 

e C. glabrata. O biofilme de Candida foi formado em seis poços de placas durante 48 horas 

para então serem expostos a 13,5µg/mL e 54µg/mL de NP durante 24 horas. Após este 

período matrizes extracelular foram extraídas dos biofilmes e analisados quimicamente 

quanto a proteínas, carboidratos e DNA. Microscopia eletrônica de varredura e microscopia 
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de epifluorescência foram utilizados para investigar a estrutura de biofilme. Os autores 

observaram que as NP interferiram na composição da matriz do biofilme de Candida em 

termos de proteínas, carboidratos e DNA, com exceção do teor de proteína da C. albicans. A 

microscopia eletrônica de varredura revelou que o biofilme de C. albicans tratado com NP 

apresentou diferenças estruturais quando comparadas com o grupo controle. Além disso, NP 

mostrou uma tendência de aglomeração no biofilme. As imagens de microscopia de 

epifluorescência sugeriram que NP gerou um dano à parede celular da Candida isolada. 

Concluíram que, independente da concentração, NP afetou a composição e estrutura do 

biofilme de Candida podendo estar relacionado ao mecanismo de ação biocida da 

nanopartícula.  

 Em 2013, Sodagar et al.65 estudaram o efeito de nanoparticulas de TiO2 e SiO2 

na resistência flexural de resinas acrílicas (poli metil metacrilato). Espécimes de resina 

acrílica (Selecta Plus) foram confeccionadas (5x10x3mm) e divididos em 7 grupos: AR 

contendo nano TiO2, SiO2 e TiO2 com SiO2 em duas concentrações de 1% e 0,5%, e ainda um 

grupo controle. As nanopartículas foram incorporadas ao monômero. Todos os espécimes 

foram armazenados em água destilada a 37ºC e submetidas ao teste de resistência flexural, 

sendo o padrão limite mínimo estabelecido por ISO 20795-1 (2008). A incorporação de 

nanopartículas de TiO2 e SiO2 em resinas acrílicas podem provocar efeitos adversos na 

resistência flexural do produto final. Esse efeito está diretamente relacionado com a 

concentração de nanopartículas. 

 Queiroz et al.54, 2013 avaliaram o efeito de filmes de carbono tipo diamante 

com e sem nanopartículas de prata recobrindo o polimetil metacrilato (PMMA) sobre 

formação de biofilme de Candida albicans. Os espécimes foram divididos em grupo e os 

filmes foram depositados. A formação de biofilme de C. albicans foi significativamente 

influenciada pelos filmes reduzindo o número de unidade formadora de colônia (CFU). Os 
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autores concluíram que bases protéticas de PMMA recobertas por filme de carbono tipo 

diamante com ou sem nanopartículas de prata pode ser uma alternativa na prevenção de 

candidíase em pacientes usuários de próteses. 

 No mesmo ano Monteiro et al.37 avaliaram ainda a eficácia antifúngica de 

nanopartículas 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 após 24 horas de tratamento sua atividade 

antibiofilme foi avaliada pela quantificação total de biomassa e contagem de colônias 

formadas. A estrutura do biofilme da Candida foi avaliada por microscopia eletrônica de 

varredura. Os resultados demonstraram que nanopartículas de prata combinadas com nistatina 

ou digluconato de clorexidina apresentaram sinergismo na atividade antibiofilme e esta 

atividade dependeu da espécie e da concentração de droga utilizada. Imagens de microscopia 

eletrônica de varredura mostraram que algumas combinações de droga foram capazes de 

romper o biofilme de Candida. Este estudo sugeriu que a combinação de NP com NYT ou 

CHG pode ter implicações clínicas no tratamento de estomatite protética. 

 Sivakumar et al.64, em 2013, avaliaram a incorporação de macromoléculas 

antimicrobianas em resinas acrílicas polimetil metacrilato (PMMA). O artigo descreve as 

características básicas de um potencial polímero antimicrobiano (polímeros biocidas), 

formulações (PMMA modificado) e consideram sua aplicabilidade, status biológico e 

potencial utilização para os próximos anos. Os autores concluíram que a base protética de 

PMMA modificado contendo um polímero biocida ou biocida liberado apresenta boa 

propriedade antimicrobiana in vitro, entretanto causam efeitos tóxicos. As implicações das 

macromoléculas antimicrobianas sobre a saúde e o ambiente devem ser avaliados por 

completo para que os produtos possam ser colocados no mercado. No entanto, a otimização 
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da formulação do PMMA antimicrobiano e exploração de seu uso clínico pode tornar-se 

substancialmente melhor no futuro. 

 Em 2013, Lazarin et al.30 investigou o efeito de coberturas experimentais 

fotopolimerizáveis contendo zwitterionic ou monômeros hidrofílicos, na hidrofobicidade das 

resinas acrílicas para base protética e a adesão de C. albicans. Espécimes de acrílico foram 

preparados com superfícies 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 clorídrico (T) e 

sulfobetamine metacrilato (S). As concentrações dos monômeros foram 25%, 30% ou 35%. 

Metade dos espécimes de cada grupo (controle e experimental) foi coberto com saliva e a 

outra metade não. A energia de superfície de todos os espécimes foi medida, 

independentemente da condição experimental. A adesão de C. albicans foi avaliada para 

todos os espécimes. O teste de adesão foi realizado pela incubação dos espécimes em 

suspensão de C. albicans (1x 107 células/mL) a 37ºC por 90 minutos. O número de células 

aderidas foi avaliada pelo ensaio de XTT. Os resultados para a superfície rugosa com 

cobertura S (30% ou 35%) e HP (30%) resultou em menores valores de absorbância em 

relação ao grupo controle. Essas coberturas exibiram maior superfície hidrofílica que o grupo 

controle. A rugosidade aumentou a adesão apenas no grupo controle e a saliva não teve 

influência na adesão. A análise de espectroscopia fotoelétron (XPS) confirmou a mudança 

química dos espécimes experimentais, principalmente para as coberturas com S e HP. Os 

autores concluíram que coberturas com S e HP reduziram significativamente a adesão de C. 

albicans na resina acrílica e pode ser considerado como um potencial tratamento preventivo 

para estomatite protética. 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de um material 

reembasador resiliente combinado ao polímero antimicrobiano poli (2 tert-butilaminoetil) 

metacrilato sobre a formação, in vitro, de três biofilmes monoespécies (Staphyloccocus 

aureus, Streptococcus mutans e Candida albicans). 
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4 MATERIAL E MÉTODO 

4.1 MATERIAL 

  Para a realização deste estudo foram utilizados o material e aparelhos descritos 

abaixo. 

 

• Espátula de aço nº 36 Duflex SSWhite, Rio de Janeiro, RJ, Brasil. 

•  Pinça clínica de aço Duflex SSWhite, Rio de Janeiro, RJ, Brasil. 

• luva, mascara e gorro, Descarpack, São Paulo, SP, Brasil. 

• Lâminas de vidro 

• Material reembasador resiliente Coe Soft, CG America, Tókio, Japão. 

• Poli (2- tert- butilaminoetil) metacrilato (PTBAEMA). 

• Balança de precisão eletrônica Bel Engineering Monza, Itália. 

• Embalagens plástica estéril com tarja 750mL, produzidas por Labplas, Ste-Julie, 

Quebec,Canadá. 

• 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, Índia.    

• Sabouraud Dextrose Agar (SDA) com cloranfenicol, Himedia, Índia.   
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• Mannitol Salt Agar , Himedia, Índia.   

• Mitis Salivarius Agar com bacitracina, Difco, Estados Unidos da América. 

• Meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 

• Solução salina tamponada com fosfato 0,1M; pH 7,1 (PBS) 

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

• Espectrofotômetro, CMC Laboratório Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil. 

• Placa para cultura celular de 12 orifícios, Costar, Corning Incorporated, Nova Iorque, 

Estados Unidos da América.  

• Incubadora com agitação orbital, Quimis , Diadema, SP, Brasil. 

• Tubos para centrífuga em polietileno estéril, Corning Incorporated, Nova Iorque, 

Estados Unidos da América.  

• Eppendorf, Axygen, Corning Incorporated, Nova Iorque, Estados Unidos da América. 

• Centrífuga 5810R, Eppendorf  do Brasil Ltda, São Paulo, SP, Brasil. 

• Placa de Petri descartável estéril 90x15mm, Prolab, São Paulo, SP, Brasil. 

• Estufa bacteriológica, produzida por Marconi Equipamentos Laboratoriais Ltda, 

Piracicaba, SP, Brasil. 

• Contador de colônias digital, CP 600 Plus, Phoenix Ind. E Com. De Equipamentos 

Científicos Ltda, Araraquara, SP, Brasil. 

 

4.2 MÉTODO 

4.2.1 Síntese do polímero poli (2 tert-butilaminoetil) metacrilato (PTBAEMA) 

   A síntese do PTBAEMA (Figura 1) foi realizada sob a orientação do Prof. 
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Dr. Adhemar Ruvolo-Filho do Grupo de Pesquisa de Processamento e Propriedades em 

Polímeros do Centro de Ciências Exatas e Tecnologia, Departamento de Química da 

Universidade Federal de São Carlos de acordo com uma rota química descrita por Sosna et 

al.66.  

 

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

 
 

 

4.2.2 Confecção de espécimes 

  Discos de RRCS (n=27) foram confeccionados a partir de uma matriz metálica 

(Figura 2) apresentando em seu interior 10 orifícios com 15mm de diâmetro e 3mm de 

espessura posicionada sobre uma placa de vidro. O RRCS foi preparado conforme indicação 

do fabricante e acomodado nos orifícios da matriz metálica. Para criar uma superfície lisa e 

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

 Após a obtenção 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 auxílio de uma espátula 

de aço estéril, 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 então armazenados 

em embalagens plásticas estéril (Figura 3). 
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 Os espécimes foram divididos em três grupos, de acordo com as diferentes 

concentrações de PTBAEMA: 0% (controle), 10% e 25%. A incorporação do PTBAEMA foi 

realizada respeitando a proporção recomendada pelo fabricante do material reembasador 

resiliente Coe Soft (RRCS) - 5,3g de pó para 5,0 mL do monômero. A quantidade de 

PTBAEMA adicionada foi calculada em proporção a massa de pó do RRCS (Tabela 1). 

Primeiramente o PTBAEMA foi acrescentado ao pó do RRCS, após homogeneização, a 

quantidade de monômero em proporção para a massa final de pó e PTBAEMA foi em 

seguida acrescida lentamente à mistura. 

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

Porcentagem de 

PTBAEMA (%) 

Pó RRCS (g) PTBAEMA (g) Monômero RRCS 

(mL) 

0 5,3 - 5,0 

10 5,3 0,53 5,5 

25 5,3 1,32 6,2 

 

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

 
 
 

4.2.3 Avaliação da atividade antimicrobiana sobre a formação de biofilmes 

  Os procedimentos descritos abaixo foram realizados no Laboratório de 

Microbiologia, Departamento de Materiais Odontológicos e Prótese da Faculdade de 

Odontologia de Araraquara-UNESP (Anexo 1). 

 

 Preparo dos materiais microbiológicos 

  Os microrganismos Candida albicans, Staphylococus aureus e Streptococcus 

mutans foram descongelados e semeados em placas de Petri com meio específico 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 37ºC 

por 48 horas para reativação dos microrganismos. 

  Em seguida uma alíquota de duas alçadas 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 37ºC em incubadora com agitação 

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

 

Formação do biofilme  

  Após o overnight, os tubos de falcon contendo os microrganismos foram 

colocados em Centrífuga 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 centrifugação da solução, para remoção das células inviáveis, e ressuspensão 

das células com caldo RPMI para C. albicans, TSB para S. aureus e BHI para S. mutans até 

atingir uma turvação correspondente a uma suspensão microbiana de aproximadamente 107 

UFC/mL. A densidade optica (D.O.) foi monitorada em espectrofotômetro utilizando um 

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

Figura 4 - Espectrofotômetro para monitoramento da turvação da suspensão por densidade 
óptica (DO). 

 
 

  Previamente a inoculação, os espécimes de cada grupo foram aleatoriamente 

distribuídos, individualmente, em orifícios de uma placa para cultura celular de 12 orifícios e 

acrescentado 2 mL de meio de cultura (RPMI, TSB ou BHI) contendo uma alíquota 

correspondente a 107 UFC/mL de cada microrganismo testados. (Figuras 5 e 6). Após a 

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

finalidade de promover a adesão dos microrganismos na superfície dos espécimes69.  

Figura 5- Inoculação dos espécimes 

 
 

 

Figura 6 - Espécimes com 0%, 10% e 25% de PTBAEMA incorporado em meio contendo 
aproximadamente 107 UFC/mL do microrganismo a ser testado.  

. 
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Figura 7 - Incubadora com agitação orbital utilizada no estudo (Incubadora Quimis) 

 
 

  Após este período, cada espécime foi lavado com PBS, de maneira cuidadosa e 

por dois períodos, a fim de remover os microrganismos fracamente aderidos na superfície dos 

espécimes.  

  Em seguida, os espécimes foram removidos e transferidos individualmente 

para orifícios de uma nova placa para cultura celular de 12 orifícios contendo 2 mL de meio 

de cultura estéril (RPMI, TSB  ou BHI ) e incubados a 37ºC por 48 horas e em microaerofilia 

para S. mutans em incubadora sob agitação de 75 rpm, a fim de promover a maturação do 

biofilme69. 

  Após este período, cada espécime foi novamente lavado com PBS, como 

descrito anteriormente, a fim de remover os microrganismos fracamente aderidos na 

superfície dos espécimes. Em seguida, os espécimes foram removidos e transferidos 

individualmente para tubos com tampa de rosca contendo 4,5 mL de solução salina estéril33 

(Figura 8).  
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Figura 8- Transferência de cada espécime para tubo com tampa de rosca contendo 4,5 mL de 
solução 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 

solução resultante49 (Figura 9).  

 

Figura 9 - Agitação por 1 minuto em Votex para desprendimento das células aderidas aos  

                 espécimes. 
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  Posteriormente, as diluições seriadas foram realizadas a partir dessa solução 

resultante. Para isso, uma alíquota de 100 µL da solução resultante foi pipetada e transferida 

para um eppendorf contendo 900 µL de solução salina estéril. Este último tubo foi agitado 

vigorosamente em vortex e uma nova alíquota de 100µL foi removida do mesmo e colocada 

em outro eppendorf contendo 900µL de solução salina. Esse procedimento foi realizado sete 

vezes para cada espécime e, dessa forma, as diluições seriadas de 10-1 a 10-7 foram obtidas. 

  As diluições seriadas foram utilizadas para a realização 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 

µg/mL de cloranfenicol para Candida albicans e Mitis Salivarius com Bacitracina para 

Streptococcus mutans. Para este procedimento, os eppendorfs contendo as diluições seriadas 

foram individualmente agitados em agitador vortex. Em seguida, uma alíquota de 10 µL de 

cada diluição seriada foi semeada em duplicata em uma placa de Petri contendo o meio de 

cultura específico para cada microrganismo (Figura 10). As placas referentes aos grupos 

experimentais foram igualmente submetidas à incubação a 37ºC por 48 horas e em 

microaerofilia para S. mutans75. 

  Para cada microrganismo o ensaio microbiológico foi realizado em três 

ocasiões diferentes. 

Figura 10 - Semeadura em Placa de Petri com meio específico para cada espécie microbiana 
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Contagem de colônias 

  Após 48 horas de incubação a 37ºC, as placas de Petri foram submetidas à 

contagem de colônias. O número de unidades formadoras de colônias por mililitro (UFC/mL) 

foi calculado. Para esse cálculo, foi utilizada a fórmula a seguir: 

q
Colôniasno

mL
UFC n10. ×

=  

  Nessa fórmula, n equivale ao valor absoluto da diluição (1, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7), e 

q equivale à quantidade, em mL, pipetada para cada diluição quando nas semeaduras das 

placas. No presente estudo, q= 0,010 já que foram pipetados 10 µL para cada diluição. Os 

valores de UFC/mL obtidos foram deixados em notação científica e obtida então a média 

aritmética dos valores das duplicatas de cada amostra. Em seguida, os dados obtidos para as 

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

 

4.2.4  Análise dos dados  

 

 A hipótese nula deste estudo foi que a incorporação do PTBAEMA (10% ou 

25%) não alteraria a formação de biofilmes das três espécies de microrganismos testadas.  

  O teste de Shapiro Wilk foi utilizado para avaliar a distribuição normal da 

variável dependente e teste de Levene para avaliar homogeneidade de variância das amostras. 

Os valores encontrados para S. aureus e S. mutans não aderiram à distribuição normal 

(p<0,05) e não foi observada homogeneidade de variância para as duas espécies de bactérias 

testadas (p<0,05). O teste não paramétrico foi então 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 Análise de Variância um fator (ANOVA). Todos os 

testes estatísticos foram empregados obedecendo-se a um nível de significância (α) de 0,05.  

  As análises estatísticas descritivas, gráficas 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 estão representados nos 

Gráficos 1 e 2, respectivamente. Já os valores de log (UFC+1)/mL de C. albicans está 

representado pela Tabela 2. 

  No Gráfico 1 pode-se observar que o grupo contendo 25% de PTBAEMA inibiu 

totalmente a formação de biofilme de S. aureus sobre os espécimes (p<0,05) reduzindo a zero 

o número de células viáveis desta espécie. A concentração de 10% de PTBAEMA no RRCS 

avaliado reduziu de forma significante a formação 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 redução maior na contagem de células 

viáveis para o grupo de 25%, porém sem diferença estatisticamente significante (teste de 

Dunn; p>0,05).  

 

Gráfico 1 - Contagens de células viáveis de biofilme de S. aureus formado sobre os 
espécimes contendo diferentes concentrações de PTBAEMA. (teste de Kruskal Wallis, 
p=0,001) 

 
 

 

a 

b 

b 
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   Resultados semelhantes podem ser observados no Gráfico 2, em que não 

houve a formação de biofilme de S. mutans sobre os espécimes contendo 25% de 

PTBAEMA. E uma redução significante de células viáveis de biofilme de S. mutans pode ser 

observada no grupo com 10% de PTBAEMA em relação aos valores encontrados no grupo 

controle (p=0,001). 

 

Gráfico 2 - Contagens de células viáveis de biofilme de S. mutans formado sobre os 
espécimes contendo diferentes concentrações de PTBAEMA. (teste de Kruskal Wallis, 
p=0,001). Os asteriscos representam os espécimes que apresentaram biofilme aderido sobre 
sua superfície. 

 
 

  Na Tabela 2, observa-se que os espécimes de RRCS combinado ao PTBAEMA 

não apresentou efetividade no controle de biofilme de C. albicans visto que não houve 

diferença estatisticamente significante entre os grupos contendo PTBAEMA (10% e 25%) e o 

grupo controle em relação ao número de células viáveis (teste de ANOVA, p=0,548). 

 

 

 

 

a 

b b 
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Tabela 2 - Média (Desvio-padrão) em log(UFC+1/mL) do número de células viáveis de 
biofilme de C. albicans formado sobre os espécimes contendo diferentes concentrações de 
PTBAEMA. (ANOVA, p>0.05) 
 

Group 0% 10% 25% 

C. albicans 5.14 (±0.24) 5.22 (±0.13) 5.26 (±0.20) 
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6 DISCUSSÃO 

 

 Este estudo incorporou o polímero PTBAEMA ao RRCS. Após a síntese do 

PTBAEMA e sua incorporação no RRCS nas concentrações de 0%, 10% e 25%, avaliou-se a 

capacidade desta combinação em inibir a formação de biofilmes de S. aureus, S. mutans e C. 

albicans.  

   Os resultados encontrados demonstraram que o material reembasador 

contendo 10% de PTBAEMA reduziu significativamente o número de células viáveis de S. 

aureus e S. mutans na superfície dos espécimes quando comparados ao grupo controle (0% 

de PTBAEMA). 

   Completa inibição na formação de biofilme de S. aureus e S. mutans foi 

observada no grupo contendo 25% de PTBAEMA. Em 2006, Seyfriedsberger et al.62 também 

encontraram propriedades antimicrobianas, em menor concentração, no polietileno com 

PTBAEMA incorporado. O resultado apresentado foi uma redução à zero na contagem de 

UFC/mL de S. aureus, após 24 horas de contato com o grupo contendo o polímero 

antimicrobiano.  Outros autores também relataram a atividade antimicrobiana do 

PTBAEMA28,32,70. 

  Resultados semelhantes foram descritos por Compagnoni et al.17 (2012) que 

demonstraram que a incorporação de PTBAEMA em resinas acrílicas diminuiu a adesão de 

biofilme de S. mutans e S. aureus na superfície de próteses, mas não exibiram efeito 

antimicrobiano contra C. abicans.  

 Marra et al.33 (2012) relataram que a resina acrílica combinada com 10% e 

25% de PTBAEMA mostraram significante atividade antimicrobiana contra formação de 

biofilme de S. aureus e S. mutans.  
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 As espécies bacterianas testadas, S. aureus e S. mutans são classificadas como 

bactérias gram-positivas e, portanto apresentam as mesmas características, o que justifica 

terem apresentado comportamentos parecidos frente às condições experimentais avaliadas 

neste estudo.  

 A incorporação do PTBAEMA pelo monômero resulta em copolimerização 

que permite que o grupo amino alcance a superfície da resina acrílica. A carga do grupo 

amino do PTBAEMA substitui cátions divalentes (íons Ca2+ e/ou Mg2+) da membrana externa 

da bactéria que resulta em desorganização e ruptura das células e morte do 

microrganismo32,64. 

 No presente estudo, o desenvolvimento de biofilme de C. albicans sobre a 

superfície do material reembasador não apresentou diferença entre os grupos controle, 10% e 

25% de PTBAEMA assim como nos resultados encontrados por Compagnoni et al.17 (2012) e 

Marra et al.33 (2012), os quais realizaram a incorporação de PTBAEMA em resinas acrílicas 

termopolimerizáveis. Diferentes concentrações de PTBAEMA não reduziram o número de 

UFC/mL de C. albicans.  

 Entretanto, Park et al.47, em 2008, ao incorporar ácido metacrílico a uma resina 

acrílica para base protética observaram redução no número de C. albicans aderidas.  

 Esta divergência de resultados pode estar relacionada com a capacidade de 

interação de cada agente com a parede que envolve as células fúngicas. Essa parede celular 

oferece proteção química e mecânica ao fungo. No caso das C. albicans, elas são 

responsáveis pela interação inicial com as células hospedeiras ou superfícies. Os constituintes 

básicos da parede celular fúngica são os glucanos, quitina e manoproteínas. As paredes 

celulares formam uma camada estrutural com a camada externa composta principalmente por 

manoproteínas e a interna por glucanos. Sendo assim, especula-se que as manoproteínas são 

responsáveis pela interação inicial com a superfície polimérica, devido a sua posição48. As 
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manoproteínas são essencialmente polipeptideos glicosados que transportam vários grupos N-

glicanos com cadeia exterior de manose. A fosforilação dessas cadeias contribui para a 

superfície aniônica da levedura.  

 Dessa forma, o ácido metacrílico utilizado por Park et al.47 (2008) propiciou 

um ambiente de repulsão eletrostática pela interação da carga negativa da superfície do 

material modificado com a carga negativa da parede celular da C. albicans, reduzindo a 

quantidade de células fúngicas aderidas à superfície. 

 Baseando-se neste raciocínio, a superfície do RRCS contendo PTBAEMA 

apresentaria carga positiva devido à natureza policatiônica deste polímero, resultando em 

uma superfície com atração eletrostática pela carga negativa da parede celular da C. albicans. 

Este fato então justificaria a formação de biofilme de C. albicans na superfície dos espécimes 

contendo PTBAEMA.  

 Um fator limitante deste estudo é a avaliação da capacidade de inibir a 

formação de biofilme de espécies individualmente, ao invés de investigar a atividade 

antimicrobiana do PTBAEMA sobre a formação de biofilme misto, contendo espécies 

fúngicas e espécies bacterianas aeróbias e anaeróbias, o que representaria as condições mais 

próximas àquelas encontradas na cavidade bucal.  

 Vários estudos reforçam que a cavidade oral não é colonizada e infectada 

apenas por um único microrganismo, mas por uma complexa comunidade microbiana 

estruturada. São mais de 500 espécies de microrganismos que compõe a microflora oral com 

a formação de película, dinamismo de temperatura, nutrição, tipo de substrato e saliva que 

explicam a formação de um biofilme8,51,68. 

 In vivo, a presença de saliva condiciona a formação da película adquirida 

formada principalmente por material proteico do ambiente aquoso ao qual o substrato está 
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submetido. Esta película favorece a adesão inicial de bactérias e fungos que posteriormente 

ficam envolvidos por uma matriz extracelular formando o biofilme8,21.  

 O processo de colonização e formação de biofilme inclui adesão, crescimento 

e co-adesão. A adesão e co-adesao são regulados por fatores não específicos com interações 

hidrofóbicas e eletrostáticas40. A adesão inicial começa com bactérias, principalmente 

Streptococcus e Actnomyces. Após a formação de uma monocamada a formação de biofilme 

começa com a multiplicação das espécies aderidas e da adesão de novas espécies de fungos e 

bactérias68. 

 Apesar do processo de colonização ter sido avaliado isoladamente, estas 

interações entre diferentes espécies ressaltam a importância dos resultados encontrados neste 

estudo frente ao microrganismo S. mutans, uma vez que é considerado um dos colonizadores 

primários do biofilme oral e, portanto estão fortemente envolvidos com as fases iniciais de 

formação de biofilme, produzindo matriz extracelular de polissacarídeo e facilitando a adesão 

de outros microrganismos, como por exemplo, de C. albicans68.  

 Além disso, alguns autores observaram que a presença de S. mutans aumentou 

a formação de biofilme de C. albicans10,51,69. Durante a fase inicial de colonização um 

processo de sinergismo benéfico acontece entre S. mutans e C. albicans. Brusca et al.10 

(2013) relataram que em cultura mista a C. albicans aumentou o seu crescimento na fase 

exponencial e se manteve em altas concentrações na fase estacionária na presença de S. 

mutans. 

 Por um mecanismo chamado “quorum sensing” as células microbianas 

respondem à sua densidade populacional ou outros estímulos externos que regulam a 

expressão gênica e diferenciação celular. Quorum sensing envolve a produção, secreção 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 quórum sensing molecular em C. albicans10,27. Por este mecanismo a interação e 

formação de biofilme C. albicans e S. mutans podem ser influenciados de forma induzida ou 

reduzida. 

 Ishijima et al.29 (2012) sugeriram que S. salivarius K12 pode inibir o processo 

de adesão de S. mutans sobre superfícies acrílicas de próteses por um mecanismo não 

associado a atividade antimicrobiana. A redução significativa do biofilme de S. mutans foi 

observada no presente estudo e, talvez um ensaio microbiológico com biofilme multiespécie 

de C. albicans e S. mutans poderia alterar a estrutura do biofilme formado na superfície do 

material com PTBAEMA. 

 Apesar de não inibir a formação de biofilme de C. albicans, os resultados da 

incorporação do PTBAEMA ao RRCS testado podem ser considerados promissores, uma vez 

que apresentou propriedade bactericida.  O que justificaria sua aplicabilidade na clínica 

odontológica, como um auxiliar no controle de infecção de microrganismo uma vez que o 

material, com o passar do tempo, torna-se rígido e poroso, aumentado sua dificuldade de 

higienização e, consequentemente, o aparecimento de inflamações crônicas, como estomatite 

protética.  

  Entretanto, mais investigações teóricas e experimentais sobre o polímero 

PTBAEMA serão necessárias para elucidação de suas propriedades e comprovação de sua 

aplicabilidade clínica. Assim, outros estudos deverão ser conduzidos para determinar, por 

exemplo, a citotoxicidade deste material. 
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7  CONCLUSÃO 

 De acordo com a metodologia empregada e dentro das limitações deste estudo, 

conclui-se que: 

 1) O condicionador de tecido Coe Soft GC America contendo 10%  e 25% de 

PTBAEMA apresentou efeito antimicrobiano na formação de biofilme de S. aureus e S. 

mutans; 

 2) As concentrações de 10% e 25% de PTBAEMA não tiveram efeito 

significante na formação de biofilme de C. albicans. 
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