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SOUSA, CA. Avaliacio in vitro da adesdo microbiana em diferentes rugosidades de
superficie de resina acrilica especifica para praétese ocular. 2015.Trabalho de Conclusao de

Curso - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2003.

Resumo

O proposito deste estudo foi analisar a rugosidade de superficie de resina acrilica para protese
ocular submetida a polimento com lixas de diferentes granulacdes e avaliar a interferéncia dos
diferentes niveis de polimento na adesdo e formac¢do de biofilme de diferentes microrganismos (S.
epidermidis, S. aureus, C. albicans e E. faecalis), nas superficies da resina acrilica para protese
ocular. Para isso, foram confeccionados 432 corpos de prova distribuidos em 6 grupos de acordo
com o polimento (Grupo 1: granulagdo 1200 + solu¢ao silica, Grupo 2: granula¢dao 1200, Grupo
3: granulagdo 800, Grupo 4: granulagdo 400, Grupo 5: granulagdo 120 e Grupo 6:sem polimento).
A rugosidade foi avaliada por meio de um perfildmetro ¢ Microscopia de For¢a Atomica. O
crescimento microbiano nas superficies dos corpos de prova foi analisado nos periodos de 4, 24 ¢
48 horas de incubagdo. Os dados obtidos foram entdo submetidos a analise estatistica. Os
resultados demonstraram que os grupos que apresentaram maiores valores médios de rugosidade
foram 120 e 400. Para S. epidermidis, todos os grupos diferiram do controle nos tempos 4 e 48h.
O grupo 12008 diferiu do controle negativo (meio de cultura BHI puro) em todos os tempos e teve
os menores valores de crescimento bacteriano, apos 24 e 48h de crescimento. Para S. aureus,
somente o grupo 1200S apresentou os menores valores de crescimento bacteriano, com diferenca
significante em relagdo ao controle negativo. Para E. faecalis, todos os grupos diferiram do
controle, mas nao entre si, exceto 400. C. albicans ndo aderiu as superficies da resina acrilica.
Conclui-se que as diferentes rugosidades ndo interferiram estatisticamente na adesao e crescimento
microbiano nas superficies dos corpos de prova, exceto o grupo 1200S em relacao as espécies de

bactérias.



SOUSA, CA. In vitro evaluation of microbial adhesion on different surface roughness of

acrylic resin specific for ocular prosthesis. 2015.Trabalho de Conclusdo de Curso - Faculdade

de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2003.
Abstract

The aim of this study was to analyze the acrylic resin surface roughness for ocular prosthesis
subjected to polishing with different granulation sandpapers and evaluate the effect of different
polishing levels in adhesion and biofilm formation of different microorganisms (S. epidermidis,
S. aureus, E. faecalis and C. albicans), on the surfaces of the acrylic resin for ocular prostheses.
For this, a total of 432 samples of acrylic resin was divided into 6 groups according to the
polishing (Group 1: granulating 1200 + silica solution, Group 2: Granulation 1200, Group 3:
Granulation 800, Group 4: granulation 400, Group 5: granulation 120 and Group 6: unpolished).
The surface roughness was measured by a profilometer and Atomic Force Microscopy. The
microbial growth on samples surfaces were analyzed after 4, 24 and 48 hours of incubation.
Data were submitted to statistical analysis. The results showed that the groups with higher mean
values of roughness were 120 and 400. To S. epidermidis, all groups differed from the control
after 4 and 48 hours. The 1200S group differed from the negative control at all periods and
presneted the lowest values of bacterial growth after 24 and 48 h of growth. For S. aureus, only
the 1200S group showed the lowest values of bacterial growth, with a significant difference
from the negative control. For E. faecalis, all groups differed from negative control but not with
each other, except 400. C. albicans did not adhere to the surfaces of acrylic resin. It is concluded
that the different surface roughness did not statistically interfere with adhesion and microbial

growth on the samples surfaces, except the 1200S group for the bacteria species.
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Stroduedo

A protese ocular ¢ considerada um importante tratamento para pacientes que foram
submetidos a perda total ou parcial do globo ocular devido a trauma, neoplasias ou deformacdes
congénitas’ %3, Embora a visdo ndo possa ser reconstituida por meios artificiais, a protese tem
como principal objetivo reconstruir a estética da face, além de estimular adequadamente o
crescimento dos tecidos, promover a sustentacdo da tonicidade muscular da palpebra superior,
dirigir o lacrimejamento ao seu ducto fisiologico, impedir o colapso palpebral e o acimulo de
fluidos na cavidade anoftalmica® °. Com isso, o uso da prétese ocular reflete na reintegra¢io do
individuo a sociedade, contribuindo com seu desenvolvimento psiquico social e proporcionando
melhoria em sua qualidade de vida® 78,

As resinas acrilicas sdo atualmente o material de escolha para a reabilitagdo ocular por
apresentar caracteristicas singulares como baixo custo, boa adaptagao e biocompatibilidade, facil
manipulagio e estética satisfatoria” !% !, A resina acrilica para esclera artificial é pigmentada com
pigmentos brancos, para assemelhar-se a coloracao da esclera natural e uma resina acrilica incolor
é utilizada para cobertura da caracteriza¢io de vasos sanguineos e iris artificial % 111213,

Embora a prétese ocular encontre-se adequadamente adaptada na cavidade anoftalmica, na
maioria dos casos pode-se observar certo grau de “espaco morto”, entre a superficie posterior da
mesma ¢ o fundo da cavidade. A secrecao lacrimal, muco e residuos estagnados nesse espaco
constituem excelente meio de cultura para o crescimento bacteriano. Este acimulo de secre¢do na
cavidade anoftalmica, além de gerar grande insatisfagdo estética para o paciente, também pode

causar desconforto e inflamacao, além de interferir na mobilidade da protese e ocasionar a perda

do brilho de sua superficie'*.
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A adesao bacteriana a polimeros e a produgdo de biofilme depende de propriedades fisico-
quimicas da superficie do material e da superficie bacteriana. A adesao e retengao bacteriana inicial
sa0 possiveis, pois as bactérias e a superficie se interagem a certa distancia, através da combinagao
de forgas atrativas e forgas repulsivas eletrostaticas'>.

Os estafilococos sio considerados os mais importantes patogenos de infecgdes protéticas'®.
Staphylococcus epidermidis tem habilidade de se aderir e proliferar em superficies de polimeros,
especialmente lentes e proteses intra-oculares, secretando matriz extracelular viscosa (biofilme)
que o protege contra antibidticos, bem como dos mecanismos de defesa do hospedeiro!”: %,
Staphylococcus aureus vive principalmente nas superficies das mucosas e tem sido considerado
um dos mais versateis e perigosos patdgenos humanos'®. Enterococcus faecalis é um estreptococo
gram positivo natural do trato intestinal, e encontrado no solo, esgoto, agua, e alimentos,
frequentemente através de contaminagao fecal. Apesar de raramente colonizar estruturas oculares

e tecidos adjacentes, a infeccdo por esse microrganismo pode acontecer por meio de material

contaminado ou por semeadura endogena?’. Algumas infec¢des oculares podem estar relacionadas

com o E. faecalis, como endoftalmite® e ulcera de cornea?® 2!, Além disso, Candida albicans
também tem efetiva ocorréncia dentre as infec¢des fungicas de proteses bucomaxilofaciais®. A
dissemina¢do hematogénica de C. albicans ao olho, estd associada ao abuso de drogas
intravenosas, debilitacdo grave ou imunodepressdo, cirurgias recentes (especialmente
gastrointestinais), uso de antibidticos de amplo espectro, diabetes, abuso de alcool, entre outros 2%
24

Acredita-se que a adesdo microbiana ocorra preferencialmente em superficies rugosas, uma
vez que, 0s microrganismos, em tais superficies, sdo mais protegidos e podem, dessa forma, ter
tempo necessério para alcangar um contato direto e diminuir essa distincia'®. Com isso, sugere-se

que a rugosidade de superficie do material ¢ de grande importancia clinica no processo de retencao
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bacteriana. Alguns estudos relatam que o polimento do material pode levar a rugosidade de
superficie abaixo do limiar Ra. considerado necessario para adesdo celular, dependendo da
granulagio da lixa®®, enquanto outros relataram um aumento na rugosidade apds os procedimentos
de polimento®®, ndo havendo um consenso sobre o nivel minimo de rugosidade necessario para
que ocorra a adesao.

Uma vez que o comportamento de adesdo microbiana em polimeros depende do
microrganismo colonizador e supostamente da rugosidade de superficie do material, verifica-se a
importancia de avaliar a relacdo da rugosidade de superficie de resinas acrilicas na adesdo de
diferentes microrganismos. Contudo ndo foram encontrados na literatura estudos que analisaram

essa relacdo em resina acrilica especifica para préotese ocular.
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Oyetive

Este estudo teve como objetivos:

1. Analisar quantitativamente e qualitativamente a rugosidade de superficie de resina
acrilica para protese ocular submetida a polimento com lixas de diferentes granulacdes.

2. Avaliar a interferéncia dos diferentes niveis de polimento na adesdo e formagdo de
biofilme de diferentes microrganismos (S. epidermidis, S. aureus, C. albicans ¢ E. faecalis)
recorrentes na cavidade anoftalmica de usuarios de prétese ocular, nas superficies da resina acrilica

para protese ocular.
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As hipoteses nulas desse estudo foram:

1. As rugosidades de superficie da resina acrilica ndo diferirdo entre os diferentes
polimentos de superficie.

2. A adesdo dos microrganismos nao sera influenciada pelos diferentes polimentos

realizados nas superficies da resina acrilica.
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Wotoriais e Medode

e Confecgdo dos corpos de prova em resina acrilica

Para a confec¢do dos corpos de prova em resina acrilica, foi utilizada uma matriz metalica
vazada contendo em seu interior 10 compartimentos circulares, com dimensdes de 10 mm de
diametro cada e 3 mm de espessura. Esta matriz foi aderida a uma lamina de vidro retangular. Em
seguida o conjunto lamina de vidro + matriz metalica foi incluido em mufla propria para
polimerizacdo em forno micro-ondas (VIPI STG, VIPI Industria, Pirassununga, Sao Paulo, Brazil),
sendo preenchido com gesso especial tipo IV (Durone; Dentsply Ind e Com Ltd, Rio de Janeiro,
Brazil). Apos a cristalizacdo do gesso, outra lamina de vidro foi posicionada sobre a matriz ja
incluida. A contra-mufla foi posicionada e sobre a superficie desta ultima lamina de vidro foi
vertido gesso especial tipo IV. Apods a cristalizagdo, a mufla foi aberta, a resina acrilica
termopolimerizavel N1 (cor branca) para esclera artificial (Artigos Odontoldgicos Classico Ltda.,
Sdo Paulo, Brasil) foi proporcionada, manipulada e inserida no interior das superficies da matriz.
Ap0s a inser¢do, a contra-mufla foi posicionada e levada a prensa hidraulica (VH, Midas Dental
Produtos Ltda., Araraquara, Sao Paulo, Brasil) com for¢a de 1200 Kg/F, durante 2 min (minutos),
e realizada a polimerizagdo de bancada por 30 min e por energia de microondas durante 10 min.
Apos a polimerizagdo da resina, a mufla foi aberta e os corpos de prova removidos. Em seguida,
as superficies dos corpos de prova foram submetidas ao polimento durante 3 min, utilizando-se
lixas metalograficas, em diferentes granulagdes (Buehler, Illinois, EUA) e em determinado grupo,
fui utilizada solugao silica coloidal (Buehler, Illinois, EUA) de cor azul, granulometria de 1 micra.

E apos os polimentos, foi realizada limpeza em ultrassom, para remog¢ao de possiveis debris.
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Um total de 432 corpos de prova foi confeccionado. Deste total, 144 foram divididos para
os periodos de 4h (horas), 24 h e 48h de crescimento e adesao bacteriana. 36 corpos de prova foram
inoculados com um dos quatro microrganismos avaliados. Para cada microrganismo, os corpos de
prova foram distribuidos aleatoriamente em 6 grupos (6 corpos de prova por grupo, sendo 3 para
cada experimento): Grupo 1: polimento com lixa 1200 e solu¢ao diamantada de 1 micra; Grupo 2:
polimento com lixa de granulagdo 1200; Grupo 3: polimento com lixa 800; Grupo 4: polimento
com lixa 400; Grupo 5: polimento com lixa 120; Grupo 6: superficie ndo polida. Ap6s o polimento

superficial, os corpos de prova foram esterilizados com 6xido de etileno.

¢ Inoculacéo e condigdes de crescimento

Foram utilizadas as cepas de Staphylococcus epidermidis (ATCC 35984);
Staphylococcus aureus (ATCC29213); Candida albicans (ATCC 90028) e Enterococcus
faecalis (ATCC 29212). Todas as cepas foram doadas pela Fundagdo Oswaldo Cruz —
FIOCRUZ, Rio de Janeiro. As células foram mantidas em -70°C em solu¢ao contendo 25% de
glicerol, semeadas em placas contendo meio de cultura adequado para cada microrganismo, e
incubadas a 37°C em aerobiose por 24 h. Os meios de cultura usados para cada espécie foram:
Sabouraud Dextrose Agar (Difco, Kansas City, MO, USA) para C.albicans, m-Enterococcus
Agar (Difco, Kansas City, MO, USA), para E.faecalis e Manitol Salt Agar (Difco, Kansas City,
MO, USA) para S.epidermidis e S.aureus.

Inicialmente, curvas de crescimento foram realizadas para cada microrganismo com a
finalidade de identificar o nimero de horas necessarias para que cada um deles atingisse sua fase
de maior multiplicagdo celular (fase log ou exponencial), o que foi determinado pelos valores de
Densidade Optica (DO). As culturas foram entdo repicadas em meio caldo BHI (Difco) ou

Sabouraud Dextrose e mantidas por 24h a 37°C em estufa de aerobiose. Ao atingir metade da fase
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logaritmica, as células foram ajustadas, sendo diluidas em 10x, 100x ou 100x em BHI caldo 2x

concentrado, dependendo de cada microrganismo, para obtencio de 107 células/ml.

e Ensaio de Adesao e Contagem dos Microorganismos

Apds o crescimento e obtencdo de 107 células/ml, aliquotas de 1ml do microrganismos
foram colocadas em contato com os corpos de prova de resina acrilica posicionados dentro de
placas de microtitulagdo de 24 pocos. Suspensodes bacterianas foram incubadas em pogos sem o
corpo de prova, para controle negativo. O controle positivo deste estudo foi o meio BHI ou
Sabouraud Dextrose, para os testes com C.albicans, sem o microrganismo. As placas foram
incubadas por 4, 24 e 48 horas a 37° C, em estufa de aerobiose. Apds cada periodo, as células nao
aderidas foram removidas dos corpos de prova por meio de lavagem em 1ml de solucdo salina.
Em seguida, cada corpo de prova foi inserido em tubos de ensaio contendo 1mL de solugdo salina.
Os tubos foram levados para banho de limpeza por ultrassom (USC 700; UNIQUE Ultrasonic
Cleaner, Sao Paulo, SP) a 50 kHz, 150 W, durante 20min, e ao agitador de tubos (Vortex Biomixer
QL — 901, Curitiba, PR, Brasil), por 1min para promover o desprendimento das células aderidas.
Foram, entdo, realizadas 7 dilui¢des seriadas, transferindo-se 10 ul dessa solucao para 90 ul de
solucdo salina. As diluigdes 4 e 7 foram plaqueadas em placa de Petri, contendo meios adequados
para cada microrganismo avaliado e incubadas por 24 horas a 37°C em estufa de aerobiose. Apds
o periodo de incubacao, foi feita a contagem das Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL).

Os ensaios foram realizados em duplicata, em dois dias independentes.

e Analise da rugosidade de superficie
A rugosidade de superficie de todos os corpos de prova foi determinada por meio de um

perfilometro (Dektak d-150; Veeco, Plainview, Nova York, EUA). Um corpo de prova foi
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individualmente posicionado no centro do equipamento ¢ a ponta medidora do perfildmetro incidiu
na superficie do mesmo. Os valores de Ra (média aritmética da rugosidade de superficie) foram
mensurados usando cut off de 500 um, no tempo constante de 12 segundos. Trés leituras foram
realizadas sobre cada superficie e a média foi calculada. Os valores originais foram dados em

Angstrom (A), e a partir de entdo transformados para a escala micrométrica (um).

e Caracterizagado das Superficies por AFM (Microscopia de Forca Atdmica)

Um corpo de prova de cada grupo de lixa para polimento foram analisados pela AFM
(AFM; Veeco Metrology Inc., Santa Barbara, CA, EUA). As imagens obtidas foram transportadas
do microscopio para um computador. Em seguida, foram enviadas para o programa Nanoscope
Analysis (2004 Veeco Instruments Inc., Santa Barbara, CA, EUA), ¢ submetidas aos filtros
(“lowpass” e medium”). Todas as imagens em trés dimensdes (3D) foram padronizadas em escala
de altura minima de -100 nm e méxima de 100 nm (eixo z) para posterior comparagdo qualitativa

entre 0s grupos.
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Foram obtidas as médias dos valores numéricos da analise da rugosidade de superficie. A
contagem de microrganismos dos corpos de prova, para cada grupo, tempo de incubagdo e
microrganismo foram submetidos ao teste de aderéncia a curva normal, a fim de se determinar se
0s mesmos provinham ou nao de uma distribui¢do normal. Uma vez que esses dados nao
provinham de distribuicdo ndo normal, testes estatisticos ndo paramétricos apropriados foram

aplicados para comparar as médias através dos testes de Kruskal-Wallis € Mann-Whitney
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A tabela 1 mostra os valores médios de rugosidade Ra para cada grupo de polimento.

Podemos observar que os grupos que apresentaram maiores valores médios foram 120 e 400. Os

outros grupos apresentaram valores extremamente pequenos de rugosidade Ra, demonstrando,

também, uma pequena diferenca entre esses valores.

Tabela 1: Valores médios de rugosidade Ra (um) para cada grupo de polimento.

Grupo

120

400

800

1200

1200S

Sem polimento

Média Ra (upm) | 1,72

0,52

0,03

0,02

0,03

0,05

A analise qualitativa referente a lisura superficial das imagens 3D do estudo mostra

diferengas aparentes na imagem quanto a formagao de irregularidades ao longo das extensoes

avaliadas. Assim, os grupos 120 e 400 apresentam as imagens que evidenciaram irregularidades

com fendas e orificios mais expressivos (estriagdes), ou mesmo o interior de uma fenda, ou

seja, a formagdo de um “vale” mais profundo, no entanto sem a defini¢do do ponto mais superior

dos “picos”, comparando-se aquelas que mantiverem ainda a caracteristica de superficie polida

(800, 1200 e 1200S) e ndo polimento, embora o grupo Sem Polimento apresente certas

irregularidades em sua superficie.

Figura 1: Imagens da Microscopia de Forca Atomica para cada grupo de polimento
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Os graficos de 1 a 3 mostram os valores de crescimento microbiano para as espécies bacterianas.
Podemos observar que, para S. epidermidis, todos os grupos diferiram do controle nos tempos 4 ¢
48h. O grupo 1200S diferiu do controle em todos os tempos e teve os menores valores de

crescimento bacteriano, ap6s 24 e 48h de crescimento (Grafico 1).

M Grupo 1200 S

B Grupo 1200

B Grupo 800

B Grupo 400

B Grupo 120

m Grupo SEM POLIR

i Controle

4h 24h 48h

Grifico 1: Média (desvio-padrao) da contagem da UFC/ml (em escala logaritmica) de S. epidermidis para cada
grupo de granulagdo. * Letras mintisculas diferentes mostram diferenga estatistica entre cada grupo, de acordo com os

testes de Mann-Whitney, considerando p<0,05.

O Grafico 2 mostra que para S. aureus somente o grupo 1200S apresentou os menores

valores de crescimento bacteriano, com diferenga significante em relagdo ao controle.
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14
12 W Grupo 1200 S
10 m Grupo 1200
8 - B Grupo 800
6 - B Grupo 400
4. B Grupo 120
B Grupo SEM POLIR
2 - m Controle
0 -
4h 24h 48h

Grifico 2: Média (desvio-padrdo) da contagem da UFC/ml (em escala logaritmica) de S. aureus para cada grupo de
granulacdo. aletras minusculas diferentes mostram diferenga estatistica entre cada grupo, de acordo com os testes de

Mann-Whitney, considerando p<0,05.

Para E. faecalis, podemos observar que a adesdo inicial provavelmente levou mais de 4 horas
para ocorrer, pois em nossa analise em 4 h, ndo observamos crescimento de microrganismos. Além
disso, om excecdo do grupo 400 em 48 h, todos os materiais diferiram do controle, mas ndo entre

si (Grafico 3).

B Grupo 1200 S

B Grupo 1200

M Grupo 800

B Grupo 400

N Grupo 120

M Grupo SEM POLIR

[ Controle

4h 24h 48h
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Grafico 3: Média (desvio-padrdo) da contagem da UFC/ml (em escala logaritmica) de E. faecalis para cada grupo
de granulagdo. * Letras minusculas diferentes mostram diferenca estatistica entre cada grupo, de acordo com os testes

de Mann-Whitney, considerando p<0,05.

As tabelas 2, 3 e 4 mostram que ndo houve crescimento de C. albicans nas superficies da

resina acrilica, independente do polimento e do periodo de crescimento.

Tabela 2 — Adesao C. albicans em 4 horas

Média | % red controle DP %red DP
Grupo 1200 S 0 100 0 0
Grupo 1200 0 100 0 0
Grupo 800 0 100 0 0
Grupo 400 0 100 0 0
Grupo 120 0 100 0 0
Grupo SEM POLIR 0 100 0 0
Grupo SD + C.a.  |7,7788306| -0,049011 |7,778831| -0,0490115

Tabela 3 — Adesao C. albicans em 24 horas

Média % red controle DP %red DP

Grupo 1200 S 0 100 0 0
Grupo 1200 0 100 0 0
Grupo 800 0 100 0 0
Grupo 400 0 100 0 0

Grupo 120 0 100 0 0
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Grupo SEM POLIR 0 100 0 0

Grupo SD + C.a. 10,8750103 | -0,04590277 |10,87501 |-0,04590277

Tabela 4 — Adesdo C. albicans em 48 horas

Média | % red controle DP %red DP
Grupo 1200 S 0 100 0 0
Grupo 1200 0 100 0 0
Grupo 800 0 100 0 0
Grupo 400 0 100 0 0
Grupo 120 0 100 0 0
Grupo SEM POLIR 0 100 0 0

Grupo SD + C.a. 8,998606 -0,03753 8,9986 -0,037532

Oideussiie

As hipoteses deste estudo de que: 1 - as diferentes rugosidades de superficie da resina
acrilica nao difeririam quanto ao crescimento dos microrganismos foi confirmado pelo fato de
que nado houve diferencas significativas entre os diferentes grupos de polimento; 2- as diferentes
granulagdes de lixas para polimento ndo promoveriam diferencas significantes nos valores de
rugosidade de superficie foi parcialmente aceita, uma vez que para E.faecalis, houve diferencga

estatistica significante no crescimento de microrganismos no grupo polido com a granulacao de



28

400. O modelo de crescimento bacteriano utilizado neste estudo simulou in vitro as condigdes
do crescimento estatico do biofilme que se encontram na superficie de contato de uma protese
ocular com o tecido da membrana conjuntiva.

A adesao inicial de microrganismos as superficies dos materiais € a chave principal para
a colonizagdo desse material %27, Quando uma bactéria se adere e prolifera na superficie de
um material, elas produzem substancias poliméricas extracelulares e formam o biofilme, o qual
recobre as bactérias e as protegem contra o sistema imune e agentes antimicrobianos 2. Durante
0 processo de adesdo, a bactéria se adere firmemente a superficie do material através de
interagdes fisico-quimicas, que compreendem a hidrofobicidade e carga da superficie celular,
bem como a rugosidade e composi¢do quimica da superficie do material 27 2%,
Recentemente, existe um grande nimero de relatos a respeito do impacto das

29; 30; 31; 32; 33; 34; 35 e uma relagﬁo

propriedades fisicas dos materiais na adesao bacteriana
particularmente forte entre a adesdo bacteriana e rugosidade de superficie tem sido destacada
25:32:33: 3435 Considera-se que a rugosidade do material é uma propriedade relevante para o
processo de adesdo celular, ja que as irregularidades da superficie polimérica promovem um
aumento da area de superficie e depressdes que fornecem sitios mais favoraveis para
colonizagdo, tais como fendas ou fissuras que protegem as células contra as forgas de
cisalhamento?”: %,

Diversos relatos anteriores mostraram que a adesdo bacteriana in vivo € primeiramente
determinada por uma rugosidade de superficie Ra maior que 0.2um !% 2% 36:37: 38 Entretanto,
observamos em nosso estudo que, at¢ mesmo os grupos com menores valores de Ra (0,02; 0,03
e 0,05) apresentaram crescimento bacteriano (Tabelas 1, Graficos 1, 2 e 3). Esses dados

corroboram com o estudo de Yoda et al, 2014%, que avaliaram a adesdo de microrganismos em

superficies de diferentes biomateriais e obtiveram como resultado que mesmo as superficies
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com niveis de rugosidade abaixo de 30 nm (0,03 um) podem promover adesdo bacteriana.
Ainda, Lee et.al. em 2011°°, também observaram crescimento bacteriano em superficies de
resina composta, titanio e zirconia, todas com rugosidades abaixo de 0,2um (Ra= 0,179; 0,059
e 0, 064 um respectivamente). Essas afirmag¢des indicam que nao ha um consenso a respeito do
nivel minimo de rugosidade para adesao microbiana e que esta pode diferir de acordo com o
material utilizado e com a capacidade do microrganismo de se aderir as diferentes superficies.
Ao comparar os niveis de rugosidade em cada grupo, (Figura 1, Tabela 1) ¢ impossivel afirmar
se o grau de adesdo bacteriana foi afetados apenas por essa propriedade.

Assim, observa-se que a adesdo bacteriana ¢ um fenomeno multifatorial, e que a
rugosidade de superficie niio ¢ a inica caracteristica influente nesse processo®>. A resina acrilica
¢ um polimero conhecido por sua propensao a adesao microbiana. Dessa forma, outros fatores
também estdo ligados ao potencial de adesdo microbiana de sua superficie, tais como sua
hidrofobicidade, interagdes eletrostaticas e energia de superficie *°.

Estudos relatam que parece haver uma preferéncia dos microrganismos por aderir em
superficies mais rugosas, com riscos e ranhuras?’. Entretanto, no nosso estudo observamos que,
com exceg¢ao do grupo 1200 S, que recebeu polimento com lixa de granulacdo 1200 e solugao
diamantada a base de silica, os outros grupos, no geral, nao diferiram entre si quanto aos valores
de crescimento bacteriano (Graficos 1, 2, 3). Isso pode ser parcialmente explicado pelas
diferencas relativamente pequenas nas rugosidades de superficies dos corpos de prova de resina

acrilica®®. Estudos prévios 3738

relataram que pequenas variagdes na rugosidade de superficie
ndo apresentam efeito significante na adesao bacteriana. Esses dados corroboram com o estudo
de Taha et al. 2015,°% que avaliaram a adesdo de microrganismos, entre eles S.aureus e

C.albicans, em 3 tipos de fios ortodonticos com diferentes rugosidades, € ndo encontraram

diferenca significante entre os grupos. Ainda em concordancia com nossos resultados, alguns
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41542: 43,44 relatam que nem sempre é observada uma relagdio linear entre a adesdo

autores
bacteriana e a rugosidade de superficie. Um pequeno aumento na rugosidade pode levar a um
aumento significante na adesdo de bactérias, enquanto que um grande aumento da rugosidade
pode nio ter efeito significante na adesido?’.

Embora a imagem de MFA mostre certa irregularidade na superficie do grupo sem
polimento (Figura 1 — Sem Polimento), o valor médio de Ra desse grupo foi baixo e semelhante
aos grupos com maiores graus de polimento (Tabela 1). Ainda, o grupo sem polimento nao
diferiu estatisticamente dos grupos com polimento em relacdo ao crescimento bacteriano
(Gréficos 1, 2 e 3). Esses dados podem ter resultado da compressdo da resina acrilica contra
uma placa de vidro no momento da confecgdo dos corpos de prova, o que pode ter acarretado
uma superficie lisa, semelhante aos grupos que receberam polimentos refinados, e desta forma,
valores similares de rugosidade e de crescimento bacteriano foram observados.

Observamos que para as espécies de cocos, o grupo com polimento mais refinado (1200
S) foi estatisticamente diferente do controle para todos os periodos e microrganismos avaliados,
sendo que, principalmente para S.aureus e S.epidermidis, este grupo apresentou, no geral, os
menores valores de crescimento bacteriano, embora possamos observar nas imagens de MFA e
nos valores de rugosidade Ra, que ndo tenha havido diferenca drastica em relacdo aos grupos
800, 1200 e C,. (Tabela 1, Figura 1, Graficos 1,2,3). Este resultado pode ter ocorrido em razao
da implantacao do ion Silicio (Si), presente na solu¢dao diamantada utilizada no polimento, o
que tornou a superficie menos atrativa afetando o processo de adesdao. O ion Si pode reduzir a
energia de superficie, € o angulo de contato, influenciando na molhabilidade e dificultando a
adesdo de microrganismos. O resultado obtido estd de acordo com os estudos de Zhao, no qual

foi observado que na presencga de SiF3 em aco inoxidavel, houve uma reducao na adesdo de

microrganismos *°. Além disso, Rashid et al. 2014 % relatam que o uso de solugdo diamantada
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para polimento favorece a prevencao de acumulo de microrganismos na superficie dos
materiais.

Um fato interessante observado em nossos resultados e que difere da maioria dos
estudos encontrados*® 4748, foi de que a C. albicans ndo aderiu as superficies das corpos de
prova de resina acrilica, independente do grau de polimento realizado. (Tabela 2, 3, 4). Os
baixos indices de adesdo da C. albicans podem estar associados a morfologia do fungo, visto
) 47

que as células de C. albicans sao fisicamente grandes (4 a 6 um) “'e possuem longos filamentos

em sua forma, limitando sua adesdo ao nicho estreito das ranhuras da superficie e fazendo com

que sua ligacio nio seja estavel 4/

. Ainda, sabe-se que a presenca de bactérias facilita a adesao
de células de Candida a resina acrilica principalmente pela producdo de polimeros
extracelulares bem como pelo aumento da acidez, o que cria condi¢gdes ambientais favoraveis
para o crescimento do fungo*®. No nosso estudo, entretanto, avaliamos biofilmes isolados de
cada microrganismo e, desta forma, as cepas de C.albicans ndo contaram com a presenca de
outros microrganismos para auxiliar no seu crescimento.

Embora nossos resultados nao tenham demonstrado relagdo entre a rugosidade de
superficie e a adesao microbiana, ndo se deve negligenciar as etapas de polimento durante a
confeccdo das préteses oculares, uma vez que a adesdo bacteriana ndo ¢ determinada apenas
por essa propriedade isolada e a rugosidade ndo deve ser considerada apenas em relagdo a
adesdo microbiana. Outros fatores também estdo associados a essa propriedade como o conforto
e estética satisfatoria ao paciente.

Sabe-se que com o uso continuo e a utilizagao de solucdes de higienizagao da protese
ocular, a rugosidade de superficie pode alcancar valores maiores e talvez causar interferéncia

na adesdao de microrganismos. Entretanto, apenas com os diferentes niveis de polimento, ndo

foi possivel determinar um valor minimo no nosso estudo para que a adesdao acontecesse, uma
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vez que varios fatores estdo envolvidos na adesdo bacteriana e a agdo quimica e bioldgica

sobressairam em relagdo a rugosidade.

%Mwm

Podemos concluir que:

1. As diferentes granulacdes de lixa ndo levaram a valores drasticamente diferentes de
rugosidade Ra.

2. As diferentes rugosidades ndo interferiram estatisticamente na adesdo e crescimento
microbiano nas superficies dos corpos de prova, exceto o grupo 1200S em relacao as
espécies de bactérias.

3. A adicdo de solugdo silica no polimento interferi positivamente na adesao de biofilme.

4. Candida albicans nao aderiu as superficies.
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