RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertacao sera disponibilizado
somente a partir de 27/05/2023.



7“ UNESP - Universidade Estadual Paulista
‘\r"" “Jualio de Mesquita Filho”

Faculdade de Odontologia de Araraquara

Thais de Sousa Santana

Efeito da incorporacdo de nanocristais de celulose em uma resina acrilica para
base protética sobre propriedades superficiais e formacéo de biofilmes
simples e misto de Candida albicans e Staphylococcus aureus sensivel a
meticilina (MSSA)

Araraquara

2021



?“ UNESP - Universidade Estadual Paulista
ﬁy" “Jualio de Mesquita Filho”

Faculdade de Odontologia de Araraquara

Thais de Sousa Santana

Efeito daincorporacdo de nanocristais de celulose em uma resina acrilica para
base protética sobre propriedades superficiais e formacéo de biofilmes
simples e misto de Candida albicans e Staphylococcus aureus sensivel a
meticilina (MSSA)

Dissertacao apresentada ao Programa de Pés-
Graduagdo em Odontologia, Area de
Reabilitacdo Oral da Faculdade de Odontologia
de Araraquara - Unesp, para obtencéo do titulo
de Mestre.

Orientador: Prof2 Dra2 Ana Carolina Pero

Araragquara

2021



Santana, Thais de Sousa
S232e Efeito da incorporagao de nanocristais de celulose em uma
resina acrilica para base protética sobre propriedades
superficiais e formagado de biofilmes simples e misto de
Candida albicans e Staphylococcus aureus sensivel a meticilina
(MSSA) / Thais de Sousa Santana. -- Araraquara, 2021
73 p. @il tabs.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Faculdade de Odontologia, Araraquara

Orientadora: Ana Carolina Pero

1. Resina acrilica. 2. Nanoparticulas. 3. Biofilme. I. Titulo.

Sistema de geracao automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da
Faculdade de Odontologia, Araraquara. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha nao pode ser modificada.




Thais de Sousa Santana

Efeito daincorporacdo de nanocristais de celulose em uma resina acrilica para
base protética sobre propriedades superficiais e formacéo de biofilmes
simples e misto de Candida albicans e Staphylococcus aureus sensivel a
meticilina (MSSA)

Comisséo julgadora

Presidente e orientador: Prof2 Dr2 Ana Carolina Pero
2% Examinador Prof2 Dr2 Carina Toda

3° Examinador Prof? Dr2 Janaina Habib Jorge

Araraquara, 27 de Maio de 2021.



Thais de Sousa Santana

DADOS CURRICULARES

Nascimento: 27/07/1993 — Sao Gotardo - MG

Filiacdo: Paulo Roberto Santana e Selma Sueli Sousa Santana

FORMACAO ACADEMICA
2014 — 2018: Curso de Graduacédo — Faculdade de Odontologia de Araraquara —
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (FOAr - UNESP)

2019 — 2021: Curso de Pés-Graduacdo em Reabilitacdo Oral — Curso de Mestrado —
FOAr — UNESP



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Deus. Minha base, aquele que me sustenta em
todos os momentos. Agradeco a Ele por direcionar a minha vida e por ter permitido a
realizacdo de tantos objetivos. Ele € tudo em minha vida e minha forca para superar
todas as dificuldades vem Dele.

Aos meus pais, Selma e Paulo. Sou eternamente grata por todo amor,
dedicagdo e paciéncia comigo. Vocés sdao minha fonte de sabedoria, forca, bons
conselhos e, principalmente, meus melhores amigos. Sem vocés nada do que
aconteceu seria possivel. Vocés sdo minha inspiracdo e tudo o que sou devo a voceés!
Sou grata pelo apoio e por tudo o que fizeram e fazem por mim.

A minha irm4, Pollyana, minha amiga, companheira em todos os momentos,
meu exemplo de persisténcia. Sou grata por todo o apoio e incentivo que tem me
dado. Tenho uma imensa gratidao por estar sempre ao meu lado!

Ao meu noivo Matheus, gratiddo por toda a compreensao, apoio e amor que
tem me dado. Vocé foi e € minha calmaria em meio ao caos. Meu presente de Deus!

A minha querida Orientadora, Prof2 Dr2 Ana Carolina. Sou grata por tudo o
qgue fez por mim! Por ter me orientado desde o inicio da Graduacao, foram 7 anos de
muito aprendizado e ndo somente profissional, pois 0 modo de exercer seu dom de
ensinar revela também a pessoa maravilhosa que ela é. Sua dedica¢do e boa vontade
em transmitir conhecimento séo inspiradoras, Carol!

A Profa Dr2 Maria Isabel, minha gratiddo por toda a sua ajuda e disponibilidade
em me ensinar! Agradeco por tanta boa vontade e paciéncia em me guiar no universo
da microbiologia. E por ter aceitado me ajudar, mesmo sabendo que eu era totalmente
inexperiente. Muito obrigada por tudo, vocé é uma pessoa sensacional!

A todos os alunos e professores que trabalharam comigo no Laboratério de
Microbiologia, agradeco a ajuda e companheirismo. Especialmente a Bruna
Pimentel, que, por muitas vezes, me ensinou com total paciéncia e boa vontade.

Ao Grupo de Pesquisa da Protese Total, especialmente a Prof2 Dr2 Andressa,
agradeco por todo a ajuda e paciéncia comigo!

Aos meus queridos amigos Marlon, Mariana e Su. A amizade de vocés foi
fundamental para que o fardo do Mestrado fosse mais leve de carregar. Minha gratidéao
por compartilharem tantos momentos juntos. Vocés sao presentes que a FOAr me deu

e que eu vou levar para a vida toda.



Agradeco também a todos os funcionarios dessa Faculdade, cada um de
vocés foi muito importante para meu crescimento intelectual e pessoal durante esses
anos. Gratiddo aos nossos Diretores Prof. Dr. Edinho e Prof2 Dr2 Patricia por
cuidarem de nossa Faculdade com tanto amor e dedicacdo. Aos Professores,
agradeco por desempenharem com dedicacdo as aulas ministradas, sendo elas
fundamentais para minha formac&o. Aos Técnicos, Secretarias, Bibliotecarias,
Funcionarios da seguranca, da limpeza, e aos demais funcionarios, meus sinceros
agradecimentos.

A CAPES:

O presente trabalho foi realizado com o apoio da Coordenacao de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cadigo de financiamento 001.

A

FAPESP — Fundacédo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (Processo n°

2019/07491-6) pelo apoio financeiro essencial para realizacdo dessa pesquisa.



Santana TS. Efeito da incorporacao de nanocristais de celulose em uma resina acrilica
para base protética sobre propriedades superficiais e formacao de biofilmes simples
e misto de Candida albicans e Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (MSSA)
[dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2021.

RESUMO

A utilizacdo de biopolimeros de fontes renovaveis como agentes de reforgo
nanometricos pode representar uma importante inovacdo em materiais odontoldgicos.
O objetivo desse estudo foi avaliar a adesao e formacao de biofilmes simples e mistos
de Candida albicans e Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (MSSA) e a
viabilidade dos micro-organismos na superficie de uma resina acrilica para base de
prétese, ap6s a incorporacdo de nanocristais de celulose (NC). Nanocristais de
celulose (NC) isolados a partir de polpa de madeira (Eucalyptus Urograndis) foram
incorporados em uma resina acrilica para base de protese (Onda-Cryl® - OC, ativada
por energia de micro-ondas). Discos de resina acrilica (15 x 3 mm) foram obtidos
(N=240) em cada condicdo experimental (grupos 0%NC - controle e 0,75%NC).
Previamente aos testes de adesédo e formacé&o de biofilmes, foi mensurada a
rugosidade média da superficie dos discos (h=120) em rugosimetro digital (Ra, pm) e
a energia livre de superficie (ELS) a partir de medidas de angulo de contato (n=120),
obtidas por meio de um gonidémetro conectado a um sistema computadorizado. Foi
realizada a formacéo de biofilmes a partir dos indculos de C. albicans e S. aureus
sobre os discos de resina, os quais foram incubados a 37°C por 90 minutos e 48h.
Apds ambos os periodos, foram feitas as andlises de: metabolismo celular pelo ensaio
do XTT (n=9); avaliacdo da atividade antimicrobiana através da contagem de unidades
formadoras de colénias (UFC/ml) (n=9) e analise por microscopia confocal a laser
(n=2). Todas as andlises foram realizadas em triplicata em 3 ocasides distintas. Os
dados foram tabulados e submetidos aos testes T de Student e teste ndo paramétrico
U de Mann-Withney, de acordo com a aderéncia a normalidade, e foi empregado um
nivel de significancia de 5%. A incorporacdo de NC (0,75%) ndo exerceu influéncia
sobre os resultados de rugosidade e ELS para a resina OC (P>0,05). Também foi
observado, (método XTT e log UFC/mL), que ndao houve diferenca significante entre
0S grupos para a adeséo e formacéo de biofilme dos diferentes micro-organismos
analisados. A microscopia confocal mostrou marcacfes que evidenciam a viabilidade
dos micro-organismos e estas foram semelhantes para ambos os grupos (Controle e
NC 0,75%). Dessa forma, conclui-se que a incorporacao de 0,75% de NC n&o exerceu
influéncia sobre as propriedades fisicas (rugosidade e energia livre de superficie) e
microbiolégicas (adesédo e formacdo de biofilme/microscopia confocal) da resina
acrilica para base protética.

Palavras-chave: Resina acrilica. Nanoparticulas. Biofilme.



Santana TS. Effect of incorporation of cellulose nanocrystals in a denture base resin
on superficial properties and simple and mixed Candida albicans and Methicillin-
sensitive Staphylococcus aureus (MSSA) biofilms [dissertacdo de mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2021.

ABSTRACT

The use of biopolymers from renewable sources as hanometric reinforcing agents can
represent an important innovation in dental materials. The aim of this study was
evaluate the simple and mixed biofilm formation of Candida albicans and methicillin-
susceptible Staphylococcus aureus (MSSA) and microorganisms’ viability on the
surface of acrylic resin for denture base, after the incorporation of cellulose
nanocrystals (CN). Cellulose nanocrystals (NC) isolated from wood pulp (Eucalyptus
Urograndis) were incorporated into acrylic resin for denture base (Onda-Cryl® - OC,
activated by microwave energy). Disc-shaped specimens (15 x 3 mm) were obtained
(N=240) for each condition (groups 0%CN - control, and 0.75%CN) Prior to the
adhesion and biofilm formation tests, the surface roughness was measured (n=120) in
a digital rugosimeter (Ra, um) and the surface free energy (SFE) was measured from
contact angle measurements (n=120), obtained by means of a goniometer connected
to a computerized system. The formation of biofims was performed from the
inoculation of C. albicans and S. aureus on the acrylic resin discs, which were
incubated at 37°C for 90 minutes and 48h. After both periods, the analysis of cell
metabolism test (XTT) was performed (n=9); evaluation of antimicrobial activity by
counting colony-forming units (CFU/mI) (n=9) and analysis by confocal laser
microscopy (n=2). All analyses were performed in triplicate on 3 distinct occasions.
Data were tabulated and submitted to Student t test and non-parametric Mann-Withney
U test, according to adherence to normality, at 5% of significance level. The
incorporation of NCs (0.75%) did not influence the results of the surface roughness
and surface free energy (SFE) tests for OC acrylic resin (P>0.05). It was also observed,
(XTT method and CFU/mL log), that there was no significant difference between the
groups for the adhesion and formation of biofilm of the different microorganisms
analyzed. The confocal laser microscopy exhibited images that show the viability of
the microorganisms and these were similar for both groups (control and NC 0.75%).
Thus, it could be concluded that the incorporation of 0.75% of NC did not influence the
physical (roughness and free surface energy) and microbiological (adhesion and
biofilm formation/confocal microscopy) properties of the acrylic resin for denture base.

Keywords: Acrylic resin. Nanoparticles. Biofilm.
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1 INTRODUCAO

O grande interesse em materiais sustentaveis e ambientalmente corretos tem
incentivado as pesquisas académicas e industriais a desenvolver biopolimeros para
aplicacoes alternativas as quais polimeros oriundos de fontes fbésseis séo
tradicionalmente empregados!. Para este fim, muitos biopolimeros tém sido
modificados visando uma adequagao em termos de propriedades desejadas.

Os nanocristais de celulose (NC) sdo materiais com caracteristicas unicas
derivados da celulose, a qual é o biopolimero mais abundante na Terra, biodegradavel
oriundo de fontes renovaveis vegetais e animais?. Esses materiais tém recebido
significante interesse devido as suas propriedades mecanicas, oticas, quimicas e
reologicas, tais como elevada area superficial, elevado moédulo de elasticidade
(aproximadamente 150 GPa), habilidade de atuar como reforco significativo
empregando baixos niveis de carga, baixa densidade, natureza néo abrasiva, além de
biocompatibilidade!*! e propriedades antimicrobianas'?3,

Os NC sao particulas de celulose em formato de agulha, com dimensao
equivalente ou inferior a 100 nm, de natureza altamente cristalina®. Os NC s&o obtidos
a partir da hidrélise acida das fibras de celulose que sédo biodegradaveis e de natureza
renovavel, com carater hidrofilico. HA registros'4 na literatura consultada sobre a
incorporacdo de NC em matriz de Polimetiimetacrilato (PMMA), com o objetivo de
reforcar essa matriz para aplicacdo em dispositivos oticos, devido as excelentes
propriedades de transparéncia e baixa densidade deste polimero. No estudo de Liu et
al.'* (2010), a incorporacdo de NC ao PMMA produziu compdésitos com boa
transparéncia e com melhores propriedades mecéanicas em relacdo a matriz de PMMA
puro.

Estudos para avaliagdo do desempenho da incorporacdo de NC em matrizes
poliméricas, especificamente resinas acrilicas para uso odontologico, podem
representar uma importante inovacdo para os materiais odontologicos. Estudos tém
demonstrado melhora nas propriedades de resinas compostas e cimentos de
iondmero de vidro apés incorporacéo de NC'518, Entretanto, a avaliacdo do efeito da
incorporacdo de NC em resinas acrilicas a base de PMMA ainda € limitada. Até o

momento, poucos estudos demonstraram'® que o uso de NC para reforco de uma
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resina para base protética (PMMA) para impressdo 3D tem potencial para futuras
aplicacoes clinicas.

A base protética de resina acrilica € considerada um ambiente propicio para
proliferagcdo e sobrevivéncia de micro-organismos bucais e formagédo de biofilme
microbiano?!, devido a facilidade de células microbianas se aderirem as rugosidades
e poros superficiais presentes nessa base protética. O crescimento microbiano na
superficie protética ocorre a partir da adesdo de espécies de micro-organismos, as
superficies, como prétese e mucosa oral, induzindo a uma resposta inflamatoria
crénica na mucosa bucal, denominada estomatite protética2-2°,

A estomatite protética, caracterizada pela presenca de area eritematosa na
mucosa que mantém contato com a prétese, é considerada a lesdo bucal mais
comumente observada e afeta de 24-60% dos usuarios de préteses removiveis, totais
ou parciais®®>?4, Estudos prévios concluiram que os micro-organismos Candida
albicans, Streptococcus mutans e Staphylococcus aureus sdo 0s mais prevalentes
tanto na mucosa como na parte interna das préteses de pacientes?6-28,

Esses micro-organismos tém a capacidade de se aglutinar em estruturas
complexas, formando biofilmes mistos, caracterizados por diversas formas celulares
microbianas aderidas em um substrato, e envoltas por uma matriz de polimeros
extracelulares?%-3:,

A C.albicans, um fungo comensal, é a espécie mais prevalente nas candidoses
bucais®2. Um dos fatores que pode ser atribuido a sua viruléncia é a capacidade de
interagir com outros micro-organismos no meio bucal®3. O micro-organismo S.aureus,
uma bactéria gram-positiva também bastante prevalente nas candidoses bucais, tem
especial relevancia devido a sua elevada viruléncia e capacidade de desenvolver
resisténcia as terapias medicamentosas®’. De acordo com estudos prévios, a
interagcdo de C.albicans e S.aureus em infec¢cdes polimicrobianas aumenta a
severidade das doencas®, como a estomatite protética®®, além de aumentar o risco
de desenvolvimento de infeccdes sistémicas, de dificil tratamento®’.

Embora ndo sejam totalmente conhecidos, os mecanismos de adesédo de
micro-organismos a superficie da protese estdo relacionados com as propriedades
dessa superficie, como rugosidade e interagfes eletrostéticas representadas por
forcas hidrofébicas?®38-40, Estudos prévios observaram que a retencdo de micro-
organismos ocorre mais rapidamente em superficies rugosas por apresentarem maior

area de contato e também por dificultarem a acdo mecanica de limpeza?'#!. Em
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relacdo a hidrofobicidade, alguns estudos demonstraram que quanto mais hidrofobica
a superficie, maior a adesdo de Candida spp. por unidade de area*>4?, enquanto em
outro estudo?® foi demonstrado que a diminuicdo do angulo de contato implicou no
aumento de adesao de C.albicans e, por outro lado, reduziu a adesdo de Candida
tropicalis.

O estudo da incorporacdo de NC em resinas acrilicas para base protética e
para reembasamento tém sido realizados com apoio da Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) em vigéncia (Auxilio & Pesquisa Regular
2017/26512-9) por nosso grupo de pesquisa coordenado pela Profa. Dra. Ana Carolina
Pero. Os resultados até o momento obtidos demonstraram que a incorporacdo de NC
nas concentracdes de 0,75% e 1% na resina acrilica Onda-Cryl®, ativada por meio de
micro-ondas, produziu um significativo aumento na dureza superficial desta resina,
reduziu a resisténcia a flexdo, porém dentro do limite aceito (65 MPa) e néo foi capaz
de alterar a cor em niveis considerados clinicamente inaceitaveis. Para
complementacdo desses estudos, considerou-se oportuno avaliar o efeito da
incorporacdo de NC nesta resina sobre outras propriedades de superficie e a
formacdao de biofilmes.

A hipotese do nosso projeto € que a incorporacdo de NC em uma resina acrilica
de uso odontolégico modificaria suas propriedades superficiais tais como a sua
energia livre de superficie e rugosidade, possivelmente influenciando na adeséo e
formacao de biofilme sobre esse material.

A hipétese nula testada no presente estudo foi que a adesao e formacéo de
biofilme e a viabilidade dos micro-organismos sobre a superficie da resina acrilica ndo
seriam afetadas pela incorporacdo de NC. Caso esta hipOtese seja rejeitada, o
presente estudo tem potencial para apresentar como alternativa o desenvolvimento
de resinas acrilicas para base protética reforcadas a partir de biomassa residual
vegetal, com propriedades de superficie capazes de reduzir a formacao de biofilme
em proteses odontolégicas e, consequentemente, prevenir o desenvolvimento de
patologias bucais em usuarios de proteses. Assim, 0 projeto apresenta caracteristica
tecnoldgica, econbmica e ambiental, além de poder gerar beneficios diretamente aos

usuarios de proteses totais ou parciais.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a incorporacgao de 0,75% de NC na resina
acrilica para base protética polimerizada por micro-ondas (Onda-Cryl®) ndo exerceu
influéncia sobre suas propriedades fisicas (rugosidade e energia livre de superficie) e

microbiolégicas (adeséo e formacao de biofilme).
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