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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?'#t. 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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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideracbes Sobre o Uso de Proteses — Material de Confeccédo e
ImplicagBes Clinicas

O uso de proteses totais continua sendo um tratamento eficaz para pacientes
edéntulos**. O material mais comumente utilizado para a fabricacdo de bases
protéticas desde a década de 1930 e ainda em uso é PMMA*. Meng et al.*> (2005)
ressaltaram em seu estudo que um material ideal para base de protese deve ter
propriedades mecanicas e fisicas adequadas, além de biocompatibilidade e estética.

O PMMA apresenta varias vantagens, incluindo baixo custo,
biocompatibilidade, facilidade de processamento, estabilidade no ambiente oral e
estética aceitavel. No entanto, Alla et al.*®, mostraram, em 2015, que ndo é
considerado um material ideal devido as suas propriedades fisicas e mecéanicas
inferiores.

A resina acrilica (PMMA) possui caracteristicas que favorecem o acumulo,
crescimento e colonizacdo de biofilme em profundidade, como, por exemplo, suas
irregularidades e sua porosidade. Chau et al.*” (1995) demonstraram que as bactérias
penetraram trés tipos de resina acrilica apés um curto periodo de tempo. Amostras de
resina acrilica foram contaminadas com 4 tipos de bactérias (S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa, e alfazhemolytic Streptococcus pneumonia) e foram colocadas em trés
solucbes desinfetantes diferentes (Biocide®, Alcide LD®, Hipoclorito de sodio
0,525%), conforme orientacdo dos fabricantes. Apos a diluicdo especifica e o tempo
de imerséo, foram feitas culturas nas amostras de resina. O Unico desinfetante eficaz
foi a solucdo de hipoclorito de sodio a 0,525% em uma imersao de 10 minutos. Ele
desinfetou ndo somente as superficies, mas também atingiu as bactérias que
penetraram nas superficies a uma profundidade de 3 mm.

Papadiochou, Polyzois*® (2018) revisaram sistematicamente as evidéncias
cientificas recentes sobre as préticas de higiene das proteses removiveis quanto a
eficacia, cor e estabilidade dimensional. Além disso, identificaram as atitudes e hébitos
dos pacientes em relacédo a higiene das préteses. Para isso, trés bases de dados
eletrbnicas (MEDLINE/PubMed, Scopus e Cochrane Library) foram triadas, na lingua
inglesa, entre janeiro de 1995 e dezembro de 2016. Uma busca manual complementar

na lista de referéncias dos artigos identificados também foi realizada. Ensaios clinicos
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controlados (ECCs) envolvendo pacientes sem sinais clinicos de estomatite protética
juntamente com objetivo abrangente de avaliar a eficacia das intervencdes de higiene
e seu impacto na cor da prétese e na estabilidade dimensional foram elegiveis para
inclusdo. Como resultado, foi possivel observar que, apds uma triagem completa de
titulos/resumos/textos completos e consideracédo dos critérios de inclusdo definidos,
21 ECCs examinaram a eficacia das abordagens de higiene, 3 avaliaram a
estabilidade de cor de préteses totais submetidas a préaticas de higiene, 2 examinaram
a estabilidade dimensional de proteses totais ap0s a desinfec¢do por micro-ondas e
30 estudos registraram as atitudes e habitos dos pacientes em relacdo a higiene das
préteses totais. Os autores concluiram que a aplicacdo combinada de diferentes
intervencdes de higiene, incluindo escovacgao ou ultrassom em conjunto com agentes
quimicos, leva a resultados mais eficazes (reducédo na porcentagem de biofilme da
prétese e/ou numero de unidades formadoras de colénias de micro-organismos). A
estabilidade dimensional parece nao ter sido alterada, mas o nimero de ensaios
clinicos foi limitado. Concentracdes criticas de solucdes de limpeza junto com a
duracdo de sua implementacéao influenciam a facilidade de manutencéo das proteses
em relacdo a estabilidade da cor. Os autores observaram que a escovagao representa
a pratica de higiene mais comumente aplicada, enquanto as atitudes dos usuarios de
préteses ndo estdo de acordo com as orientacdes recomendadas, considerando a
frequéncia relatada das praticas de higiene e o desgaste continuo das préteses. Isso
ocorre, sobretudo, quando realizada por individuos idosos, que frequentemente
apresentam comprometimento da destreza manual e acuidade visual fundamentais
para uma limpeza adequada.

A principal implicacdo da limpeza e desinfeccdo deficiente das proteses
removiveis e mucosa bucal é o desenvolvimento da estomatite protética (EP) nos
usuarios destes tipos de protese. Ramage et al.*°, em 2004, consideraram a Candida
albicans o principal agente etiol6gico na patogénese da estomatite protética (EP),
patologia comumente encontrada em usuarios de proteses removiveis, parciais ou
totais. A EP também conhecida como candidiase eritematosa cronica, € um tipo de
doenca que afeta principalmente a mucosa palatina. Clinicamente a mucosa é
apresentada com eritema local ou difuso e raramente, hiperplasia nodular/papilar°.
No ambiente bucal, os micro-organismos se organizam em forma de biofilmes, que
podem ser definidos como comunidades microbianas de células aderidas a uma

superficie e envoltas em uma matriz autoproduzida de substancia polimérica
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extracelular®®. De acordo com Ramage et al.*° (2004), essa matriz de biofilme é capaz
de criar uma barreira fisica e atuar como reservatorio de protecdo para micro-
organismos orais como C. albicans.

Emami et al.>? (2012) analisaram as evidéncias sobre a ocorréncia de EP e
potenciais fatores de risco em pacientes usuarios de proteses parciais removiveis
(PPR). Para isso, MEDLINE, EMBASE, o Cochrane Central Register of Controlled
Trials e o Cochrane Database of Systematic Reviews foram pesquisados e
complementados por pesquisa manual. As medidas de desfecho foram a presenca de
EP em pacientes com PPRs e avaliacdo dos fatores de risco associados. Foram
incluidos todos os tipos de estudos experimentais e observacionais que investigam
uma associacédo entre EP e o0 uso de PPRs. Os autores encontraram oito estudos que
atenderam aos critérios de inclusdo. A prevaléncia de EP em usuérios de PPR variou
de 1,1% a 36,7%. Os dados sobre os potenciais fatores de risco ndo foram
consistentes. Além disso, eles mostram que apesar da heterogeneidade e da
qualidade metodoldgica dos estudos incluidos, foi encontrada associacéo entre EP e
o uso de PPRs. Foi concluido que ha algumas evidéncias de que a presenca de EP
estéd associada ao uso de PPR, porém, devido a limitacdes metodoldgicas e desenhos
transversais de estudos de pesquisa, nenhuma relacdo causa-efeito poderia ser
inferida. Por isso, pesquisas futuras devem fornecer niveis mais elevados de evidéncia
para confirmar a etiologia do EP em usuérios de PPR.

Salerno et al.>® (2011) mostraram em seu estudo que a Candida albicans é
uma levedura dismoérfica fortemente gram-positiva capaz de viver como micro-
organismo comensal na cavidade oral de pessoas saudaveis. E a levedura isolada
com maior frequéncia na cavidade oral. Dependendo dos fatores locais e sistémicos
relacionados as condicbes do hospedeiro, pode tornar-se virulenta levando a
candidiase oral. Tem sido demonstrado que o uso de préteses removiveis é um fator
predisponente ao aparecimento de patologias relacionadas a C. albicans. Foi possivel
observar que C. albicans ndo é apenas capaz de aderir as mucosas, mas também, as
resinas acrilicas das proteses. Tanto a placa acumulada na protese, quanto a higiene
oral deficiente, contribuem para a viruléncia da Candida spp, levando a EP. Mesmo
gue assintomatica, a EP deve ser tratada, pois pode atuar como reservatério para
infeccbes mais extensas, incluindo o trato respiratorio, desencadeando infeccbes
generalizadas. Tanto na terapia, quanto na prevencao, o tratamento mais eficaz € a

erradicacao e controle da placa microbiana.
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Chandra et al.>* (2001) descreveram, de forma detalhada, a formacédo do
biofilme de C. albicans em tiras de PMMA, material mais utilizado na confec¢cédo de
bases protéticas. Os autores mostraram que a formacéo do biofilme ocorre em trés
fases distintas: 1) Precoce (0 a 11 horas); 2) Intermediaria (12 a 30 horas) e 3)
Maturacao (38 a 72 horas). Inicialmente (0 a 2 horas), a maioria das células de C.
albicans (leveduriformes) aderiram-se a superficie das tiras, posteriormente (3 a 4
horas), formando as micro-colonias. No final da fase 1 (112 hora), as comunidades de
C. albicans apresentavam-se como faixas grossas de crescimento fungico, devido ao
crescimento e agregacdo das colonias ao longo de areas de irregularidades
superficiais. O desenvolvimento da fase 2 foi caracterizado pelo surgimento de
substancia predominantemente n&o celular, assemelhando-se a uma “névoa”
cobrindo as micro-coldnias do fungo. Durante a fase 3, de maturagcdo, houve um
aumento na quantidade de substancia polimérica extracelular deixando as
comunidades de C. albicans completamente cobertas por essa substancia. As
comunidades fangicas e o material extracelular no qual estdo inseridos constituem o
biofilme. Os autores concluiram que a formacé&o de biofilme fangico € um fendmeno
complexo distinto da adeséo. Além disso, puderam observar que o estudo de tais
sistemas revelara a verdadeira natureza dos biofilmes fungicos e sua biologia. Assim,
a demonstracdo de caracteristicas comuns do biofilme (fases distintas de
desenvolvimento, arquitetura heterogénea e fenétipos de resisténcia a drogas) em
diferentes taxons estende a implicacdo deste estudo além dos fungos para outras
comunidades celulares organizadas. O impacto dessas informacdes € de suma
importancia para o desenvolvimento de antimicrobianos especificos.

De acordo com Monroy et al.>%, a bactéria S. aureus geralmente é isolada junto
com Candida albicans em proteses dentarias de individuos com estomatite protética
(EP). Em 2005, os autores determinaram a prevaléncia de Candida albicans,
Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans na mucosa e na base de protese de
pacientes com e sem EP atréfica. Alem disso, estudaram qual sua relagdo com outros
potenciais fatores clinicos coexistentes. Para isso, uma coleta de saliva foi realizada,
para medir seu pH, em 105 pacientes usuarios de prétese total. Amostras de biofilme
da mucosa e da prétese foram retiradas para o estudo microbiol6gico. Como
resultado, os autores observaram que 0s pacientes tinham alta ingestdo de
carboidratos e que as doencas sisttmicas mais frequentes foram diabetes e

hipertensdo. Estomatite protética atrofica foi relatada em 50 pacientes e o pH médio
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na saliva foi de 5,2. A presenca de C. albicans, S. aureus e S. mutans na mucosa e
na protese foi de 51,4%, 52,4% e 67,6%, respectivamente. C. albicans foi isolada em
66,7% da protese, enquanto S. aureus e S. mutans foram isolados em 49,5% dessas
mesmas proteses. C. albicans foi isolada em 86% dos pacientes com estomatite
protética atrofica e S. aureus foram isolados em um percentual de 84% dos pacientes.
O isolamento de S. mutans foi menos frequente, e foi observado em 16% das
amostras orais desses pacientes. Os autores concluiram que C. albicans, S. aureus e
S. mutans frequentemente colonizam a mucosa oral de pacientes com préteses
dentérias.

Pereira et al.>® (2013), objetivaram em seu estudo, isolar, quantificar,
identificar e comparar micro-organismos oportunistas (géneros Candida e
Staphylococcus e familias Enterobacteriaceae/ Pseudomonadaceae) de superficies
protéticas, palato duro e bochechas de individuos usuéarios de proteses totais
superiores com (50) e sem (50) Estomatite protética (EP). As cepas foram coletadas
e identificadas por meio de testes fenotipicos, bioquimicos e moleculares. Os autores
puderam observar que as contagens de micro-organismos foram significativamente
maiores no grupo de individuos com EP (p<0,05). C. albicans foi a espécie de levedura
mais frequentemente isolada em ambos 0s grupos, seguida por C. tropicalis e C.
glabrata. S. aureus e S. epidermidis foram as espécies de Staphylococcus mais
frequentes em ambos o0s grupos. A associacdo entre Candida spp. e as bactérias
isoladas neste estudo sugerem que esses micro-organismos podem desempenhar
papéis importantes no estabelecimento e persisténcia da EP.

Em 2017, Kean et al.%’ investigaram os patégenos Staphylococcus aureus e
Candida albicans no que diz respeito a intervencdo antimicrobiana. Os autores
caracterizaram a interacdo usando ensaios de biofilme e avaliaram o efeito do
tratamento com miconazol usando ensaios in vitro e in vivo. Avaliaram também o
impacto da matriz extracelular do biofilme nessas interagdes. A partir dos resultados
desse estudo, foi possivel observar que os micofilmes da Candida albicans apoiaram
a adeséo e colonizacao por S. aureus atraves de interacdes proximas com elementos
de hifas, aumentando significativamente a formacao de biofilme de S. aureus ao longo
da maturacgao do biofilme. Ou seja, Staphylococcus aureus pode utilizar a arquitetura
de biofilme de Candida albicans em sua vantagem. Além disso, foi demonstrado que

a resisténcia ao miconazol em biofilmes de duas espécies é suportada por eDNA.
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Todd, Peters®® (2019) descreveram interacdes empregadas por comunidades
polimicrobianas, enfatizando a relacdo entre o fungo Candida albicans e a bactéria
Staphylococcus aureus na compreensao dos mecanismos que conduzem a resultados
exacerbados durante a co-infeccdo. Os autores discutiram 0Ss mecanismos
empregados por esses dois patdbgenos humanos durante o crescimento
polimicrobiano, incluindo como eles estabelecem e persistem em biofilmes inter-
reinos, toleram a terapia antimicrobiana, co-invadem o tecido do hospedeiro,
exacerbam deteccdo de quorum e producdo de toxina estafilococica e eliciam
sinergismo infeccioso. Os autores ressaltam que este estudo, juntamente dos outros
sobre 0 mesmo tema, permitiram ao campo da microbiologia perscrutar além do
paradigma monomicrobiano que Koch propés um século antes e ajudaram a inaugurar
uma nova fronteira, concluem que ainda ha muito a aprender sobre esse par
microbiano.

Estudos focados em aumentar as propriedades antimicrobianas de resinas
acrilicas, com materiais incorporados, contra Candida albicans e Staphylococcus
aureus tém sido realizados. Como exemplo, Zainal et al.%°, que em 2021 determinaram
a eficacia terapéutica da alicina contra Candida albicans (C. albicans) e
Staphylococcus aureus (S. aureus), 0s agentes etiolégicos comuns para estomatite
protética (EP). Para a realizacdo do estudo, a concentracao inibitéria minima (CIM),
as concentracdes bactericidas minimas (CBMs) e a concentracao fungicida minima
(CFM) de alicina foram determinadas pelo método de microdiluicdo em caldo seguido
pelo método de microdiluicdo em xadrez para uma interacéo sinérgica entre alicina +
nistatina e alicina + Clorexidina (CHX). O potencial da alicina para erradicar C.
albicans e S. aureus nos biofilmes foram avaliados tratando o biofilme formado em
resina acrilica autopolimerizada com alicina em uma concentragéo sub-CIM por 5 min.
Um limpador de proteses totais comercial foi usado como um controle positivo. Os
autores observaram que a alicina exibiu atividade antimicrobiana contra C. albicans
(CIM: 8 pg/ ml e CFM: 16 ug / ml) e S. aureus (CIM: 8 ug / ml e CBM: 8 pug / ml). Foi
observada uma interag&o sinérgica entre alicina + nistatina e alicina + CHX (indice de
concentragdo inibitéria fracionada - FICI < 0,5). A alicina exibiu erradicagao
significativa de biofilme contra os biofiimes da C. albicans e S. aureus, com
percentuais de 50,0% e 52,6%, respectivamente. Os resultados deste estudo sugerem
uma possivel aplicacdo da alicina no tratamento da infeccdo por C. albicans e S.

aureus na EP.
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2.2 Incorporacéao de Agentes de Refor¢co em Resinas PMMA

Sao diversos os estudos realizados com o objetivo de potencializar as
propriedades do PMMA, utilizando diferentes métodos de polimerizacdo e/ou
incorporando agentes de reforco em sua composicdo®. A adicdo de cargas e fibras
ao PMMA é um método comumente utilizado para melhorar suas propriedades fisicas
e mecanicas®’.

O reforco de uma resina para base protética, através da incorporacao de fibra
vegetal curta de rami foi avaliado por Xu et al.®?, em 2013. Essas fibras foram
selecionadas para investigar o efeito do comprimento da fibra e da fragdo de volume,
nas propriedades de flexdo da base protética reforcada com fibra de rami. As
propriedades interfaciais entre a base da protese (PMMA) e as fibras de rami foram
avaliadas pelo teste de pull-out de fibra Unica. Em seguida, as fibras de rami picadas
foram pré-agitadas com p6 de PMMA por um misturador mecénico e, em seguida,
misturadas com o liquido MMA para fabricar os compasitos. Dois fatores de influéncia
crucial, fracdo de volume da fibra e comprimento da fibra, foram estudados para
esclarecer seus efeitos nas propriedades de flexdo dos compdsitos. Os autores
mostraram que a resina reforcada com fibra de rami curta apresentou médulo de
flexdo mais alto do que a resina pura, enquanto a resisténcia foi reduzida devido a
fraca adeséo interfacial. Os autores concluiram que o potencial das fibras vegetais
como agentes de reforco para base de protese deve ser investigado mais
detalhadamente, fortalecendo a interface entre a celulose e a resina para base
protética.

Yu et al.%3 (2014) avaliaram o reforco da resina para base protética (PMMA)
com nanotubos de ZrO2. As nanoparticulas de ZrO:2 e nanotubos silanizados de ZrO:
também foram investigados para fins comparativos. A morfologia dos nanotubos de
ZrO2 e as superficies de fratura do polimero foram observadas por microscopio
eletrénico de varredura (MEV) e por microscopio eletrénico de transmissdo (MET). A
estrutura cristalina deles foi caracterizada por difracdo de raios X e o efeito do
tratamento de superficie foi investigado por espectroscopia de infravermelho por
transformador de Fourier (FTIR). A resisténcia a flexao foi testada em uma maquina
de ensaios universal. Os resultados dos testes mostraram que os nanotubos de ZrO2

nao tratados conferiram o melhor efeito de reforco. Os autores observaram que
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nanotubos de ZrOz, com superficie tratada por um reagente de acoplamento de silano,
diminuiriam esse efeito de reforco e explicaram que pode ter acontecido devido a
combinacao entre o os nanotubos de ZrO:2 e o polimero gerado a partir do tratamento
de superficie evitando que a cadeia do polimero deslize sobre a superficie dos
nanotubos. Esse comportamento diferiu significativamente daquele das
nanoparticulas de ZrO2. Além disso, a concentragéo de aditivo também exerceu uma
influéncia significativa nas propriedades do composito: a concentracao de 2,0 % em
peso de nanotubos de ZrO:2 conferiu a resisténcia méxima a flexdo nos compaositos de
ZrO2/PMMA testados.

Em 2015, Wang et al.%* revisaram o progresso da pesquisa nas aplicacdes de
nanometais, nanoceramicas, nanoresina e outros nanomateriais em proteses
dentarias. Os autores observaram que muitas propriedades como modulo de
elasticidade, dureza superficial e grau de polimerizacdo de materiais usados em
prétese dentaria podem ser significativamente melhorados depois que suas escalas
foram reduzidas de micro para nanotecnologia e que o desempenho dos compadsitos
também pode ser melhorado pela adicdo de nanomateriais apropriados.

No ano de 2015, Murthy et al.%®* compararam a resisténcia ao impacto da
resina para base protética com e sem reforco e avaliaram a resisténcia ao impacto da
resina para base protética quando reforcada com tela de aco inoxidavel, fibra de vidro
e fibras de polietileno. Os espécimes foram feitos no formato de base de protese
superior utilizando a resina PMMA convencional, polimerizada por calor. Foram
divididos em quatro grupos (n=10). Os espécimes do grupo | ou grupo controle ndo
foram reforcados. Os espécimes do Grupo Il foram reforcados com malha de acgo
inoxidavel e os espécimes do Grupo lll e do Grupo IV foram reforcados com 3% em
peso de fibras de vidro e fibras de polietileno em forma de trama, respectivamente.
Todas as amostras foram imersas em agua por 1 semana antes do teste. Os autores
concluiram que o reforco das proteses totais superiores apresentou um aumento
significativo na resisténcia ao impacto quando comparado as préteses nao reforcadas.
As fibras de polietileno apresentaram melhor resisténcia ao impacto, seguidas por
fibras de vidro e malha de aco inoxidavel. Além disso, concluiram que utilizando fibras
de vidro e fibras de polietileno, a resisténcia ao impacto das bases protéticas pode ser
aumentada de forma eficaz.

Yoshida et al.®¢, em 2015, avaliaram o efeito do reforco por fibra de vidro na

resisténcia a flexdo no limite proporcional de uma resina para base protética. O estudo
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testou resinas reforcadas com metal, com fibra de vidro (FV) e sem reforgo. Os testes
realizados nos grupos foram: resisténcia maxima a flexao, resisténcia a flexao no limite
proporcional (RF-LP) e médulo de elasticidade. Os autores observaram que as resinas
com reforco (metélico e FV) apresentaram resisténcia a flexao final significativamente
maior do que a resina sem refor¢o e ndo foram significativamente diferentes entre si.
A RF-LP foi semelhante para ambas as resinas reforcadas e esta foi maior do que a
RF-LP da resina sem refor¢co. O moédulo de elasticidade da resina com refor¢co de FV
foi significativamente menor do que com o refor¢co de metal e foi maior do que a sem
reforco. Os autores concluiram que o reforco com FV teve efeito positivo na RF-LP de
uma resina para base protética.

Yoshida et al.?’, (2016) avaliaram a resisténcia a flexdo de resinas reforcadas
para base protética que foram submetidas a imersdo em agua por um longo periodo.
Para isso, resina acrilica para base protética reforcada com fio metalico ou com fibra
de vidro, e sem refor¢co foram testadas. Metade dos espécimes foi armazenada em
agua destilada a 37°C por 50 horas, a outra metade foi armazenada em 4gua destilada
a 37°C por 180 dias, antes do teste. A resisténcia a flexao final e a resisténcia a flexao
no limite proporcional da resina foram testadas. Os autores observaram que a
resisténcia a flexdo de uma resina para base protética reforcada ndo mudou apoés
imersdo em agua por longo prazo.

Gad et al.®8 (2016), avaliaram o efeito da incorporacdo de fibra de vidro,
zircbnia e nano-zirconia na resisténcia transversal de resina para base protética
reparada. Oitenta espécimes de resina acrilica polimerizada termicamente foram
preparados e divididos aleatoriamente em oito grupos (n=10): um grupo intacto
(controle) e sete grupos reparados. Um grupo foi reparado com resina
autopolimerizavel, enquanto os outros seis grupos foram reparados usando resina
autopolimerizavel reforcada com 2% em peso ou 5% em peso de fibra de vidro,
zircdnia ou particulas de nano-zirconia. Um teste de flexdo de trés pontos foi usado
para medir a resisténcia transversal. Através da analise dos resultados, os autores
concluiram que o reforco do material de reparo com nano-zirconia pode melhorar
significativamente a resisténcia transversal de alguns polimeros de base de dentadura
fraturada. Além disso, foi possivel observar que ndo houve diferenca significativa entre
0S grupos reparados com resina de reparo sem reforco, 2% em peso de zircbnia e

resina reforcada com fibra de vidro.
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Em 2017, Dhole et al.?® avaliaram o efeito da incorporacédo de 6xido de
aluminio na resisténcia a flexdo de diferentes resinas acrilicas. Para realizacdo do
estudo, um total de 180 espécimes de acrilico foram confeccionados, os quais foram
divididos em trés grupos de resina acrilica autopolimerizavel (RAA), resina acrilica de
polimerizacao térmica convencional (RAC) e resina acrilica de polimerizacdo térmica
de alta resisténcia (RAR). Cada grupo foi dividido em quatro subgrupos, isto €, grupo
controle e os espécimes dos trés grupos restantes foram reforcados com oxido de
aluminio (Al203) em p6 a 5%, 10% e 15% em peso. Os espécimes foram armazenados
em agua destilada por uma semana e a resisténcia a flexao foi testada por maquina
de ensaios universal. A resisténcia a flexdo de RAA aumentou em 9%, 13% e 19%, a
resisténcia a flexdo de RAC aumentou em 8%, 15% e 19% e a de RAR aumentou em
21%, 26% e 29% em comparagcdo com o grupo de controle adi¢cao de 5%, 10% e 15%
da incorporacdo com alumina (p<0,001). A adicdo de 15% de po6 de alumina ao RAA
mostrou alta resisténcia a flexdo em comparacdo ao grupo controle de RAC (p
<0,001). A adicdo de 10% e 15% de p6 de alumina ao RAC apresentou alta resisténcia
a flexdo em comparacéo ao grupo controle de RAR (p<0,001). Os autores concluiram
qgque a adicdo de alumina a resina acrilica autopolimerizavel, resina acrilica de
polimerizacao térmica convencional e resina acrilica de polimerizacao térmica de alta
resisténcia aumentou a resisténcia a flexao.

Gad et al.”?, em 2017, analisaram o aprimoramento da resina acrilica para
base protética durante as ultimas décadas, em relacédo ao efeito causado pela adicdo
de fibras, agentes de refor¢co e nanorefor¢co nas propriedades do PMMA. A reviséo &
baseada em revisdes cientificas, artigos e resumos, bem como estudos sobre o efeito
de aditivos, fibras, enchimentos e materiais de reforco no PMMA, publicados entre
1974 e 2016. Muitos estudos relataram melhora do material de base de dentadura de
PMMA com a adicéo de agentes de refor¢co. No entanto, a maioria dos estudos limitou-
se a investigacdes in vitro sem bioatividade e implicacdes clinicas. Considerando os
resultados da revisdo, ndo existe um material ideal para base de protese, mas as
propriedades do PMMA podem ser melhoradas com algumas modificagdes.

Sasaki et al.”t, em 2017, avaliaram o efeito do reforco nas propriedades
flexurais de resinas termoplasticas moldadas por injecdo para bases protéticas. Trés
resinas termoplasticas moldadas por injecdo para base de protese dentaria
(poliamida, poliéster, policarbonato) foram selecionadas para este estudo, e uma

resina para base de protese dentéria polimerizada por calor convencional (PMMA) foi



24

usada como controle. Compdésito reforcado com fibra de vidro unidirecional continua
(FVC) e fio de metal foram usados para o reforco. Amostras em forma de barra
reforcada (65 mm de comprimento, 10 mm de largura, 3,3 mm de altura) foram
confeccionadas (n=10). A resisténcia a flexdo no limite proporcional (RF-LP) e o
modulo de elasticidade foram medidos por meio de um teste de flexao de trés pontos.
Os autores observaram que todos os espécimes do material de base protética
reforcados com FVC possuiam um RF-LP significativamente maior em comparacao
com aqueles sem reforco. Concluiram que o reforco continuo unidirecional de
composito reforcado com fibra de vidro (FVC) teve um efeito de reforco satisfatorio
para as resinas termoplasticas moldadas por injecdo para base de préteses.

A literatura relata varias nanoparticulas experimentadas, como Naji et al.”
que, em 2018, revisaram as diferentes tentativas de aprimorar as propriedades
mecanicas dos materiais para base de protese. Além disso, mostraram avancos
recentes e potenciais desenvolvimentos futuros para reforco das resinas acrilicas
PMMA. Nesse estudo, foi observado que borrachas, diferentes macrofibras,
enchimentos metalicos e ceramicos tém sido usados por décadas como agentes de
reforco para a confeccédo de base de préteses (PMMA). Também se concluiu que o
conceito de nanotecnologia apresenta uma nova era para o reforco de materiais por
causa da grande area de superficie para a proporcédo de volume e as propriedades
bioldgicas, fisicas e quimicas dos nanomateriais. Nanoparticulas (Nps) - que incluem
Nps de prata, Nps de TiO2, Nps de ZrO2, Nps de alumina e Nps de ceramicos - foram
empregadas para melhorar as propriedades mecéanicas das resinas para base de
prétese. Recentemente, nanofibras e nanotubos foram introduzidos para reforcar os
materiais dentarios. Nanofibras/tubos com maior area de superficie por porcentagem
de volume que Nps, fornecem melhores propriedades mecéanicas nos compositos
reforcados em comparagdo com Nps. Diferentes mecanismos foram apresentados
para o efeito de reforco de nanofibras/tubos. Uma maior area de superficie pode
fornecer uma area maior para transferir carga e facilitar mecanismos de
endurecimento, tais como ponte de fibra/tubo e retirada de fibra/tubo. Graus
superiores de reticulagcédo, devido a incorporacdo de mondémeros em partes ocas de
nanotubos, tém sido sugeridos para reforcar os nanotubos. Dispersdo uniforme e
umedecimento completo das nanofibras/tubos sdo 2 fatores importantes que afetam
o efeito de refor¢o de nanofibras/tubos. Os autores concluem que mais estudos devem

ser realizados sobre o uso nanofibras/tubos em resinas para base protética (PMMA)
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a fim de avaliar o mecanismo de reforco desses aditivos. O uso de nanofibras/tubos
pode oferecer uma nova abordagem para refor¢o de resinas PMMA e, possivelmente,
ser considerado agentes de reforco promissores para materiais utilizados para base
protética no futuro.

Fortunati et al.'® (2014), prepararam e caracterizaram filmes de nano-
biocompaositos ternarios baseados em poli (acido latico) (PLA) com nanocristais de
celulose modificados (s-CNC) e nanoparticulas de prata sintetizadas (Ag). Foi possivel
observar que a funcionalizagcéo da superficie do CNC com um éster de fosfato acido
de nonilfenol etoxilado favoreceu sua dispersdo na matriz de PLA. Além disso, 0s
efeitos positivos da adicdo de celulose e prata nas propriedades de barreira do PLA
foram confirmados por redu¢cdes na permeabilidade a agua e na taxa de transmissao
de oxigénio dos filmes testados. Os autores concluem que 0s nano-biocompdsitos de
PLA mostraram uma atividade antibacteriana significativa influenciada pelo teor de Ag.
Destacam que, em resumo, a combinacdo das propriedades antibacterianas de
nanoparticulas de prata com nanocristais de celulose no PLA mostra alto potencial
para melhorar as propriedades ativas funcionais com implicagdes importantes no
desenvolvimento de novos materiais biodegradaveis para aplicacdes em embalagens
de alimentos frescos.

Em 2016, de Castro et al.'?, tiveram como objetivo de seu estudo a
esterificacdo da superficie de nanocristais de celulose (NCs) utilizando &cidos
resinicos atoxicos. As modificagbes estruturais e morfoldgicas dos NCs foram
caracterizadas (CNMR/espectroscopia de infravermelho com transformacdo de
Fourier, microscopia de forca atbmica e andlises de difracado de raios-X). Além disso
as propriedades desses NCs funcionalizados foram avaliadas por analise
termogravimétrica e medidas do angulo de contato. Os autores observaram que a
esterificacdo procedeu da superficie do NC. J& as atividades antimicrobianas do NC
puro e modificado foram investigadas e o NC enxertado com resina exibiu uma forte
atividade antibacteriana contra bactérias Gram-negativas e uma atividade
antibacteriana modesta contra bactérias Gram-positivas.

O estudo de Chen et al.”® (2018) teve como objetivo desenvolver um novo tipo
de resina composta de PMMA, com propriedades mecéanicas aprimoradas, alta
atividade antibacteriana e biocompativel. Para isso, uma série de resinas compostas
reforcadas para impressdo em 3D foram preparadas pela mistura de PMMA com

nanocristais de celulose modificados (NCs), que foram revestidos com polidopamina
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e nanoparticulas de prata (AgNPs). A avaliacdo mecanica e a analise de microscopia
eletrbnica de varredura sugeriram que o composto NCs-AgNPs melhora efetivamente
as propriedades mecanicas da resina PMMA. O ensaio de citotoxicidade e os testes
microbiolégicos indicaram excelente biocompatibilidade e alta atividade
antibacteriana. Além disso, PMMA com NCs-AgNPs de 0,1% em peso (PMMA-NCs-
AgNPs-0,1) possuiam as propriedades mecanicas mais desejaveis devido a
distribuicdo homogénea de AgNPs ao longo da matriz de resina. Esta resina composta
especifica pode ser usada como material de restauracdo dentéria com potencial para
outras aplicac6es médicas.

Tyagi et al.1%®, em 2019, desenvolveram um papel de seda antimicrobiano
funcionalizado com um revestimento por spray hidrofobico de compdsito de quitosana
(Ch) e nanocristais de celulose (NCs). Os autores hipotetizaram que a natureza
hidrofébica da quitosana poderia ser contrabalancada pela adicdo de NC para manter
a formacéo de fibras e a absorcdo de agua. Entdo, folhas de papel de tecido leve
foram preparadas, revestidas por spray com Ch, NC e seu revestimento composto
(ChNC) e testadas para atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas
Escherichia coli e uma amostra microbiana de uma méao humana ap6s usar o
banheiro. As propriedades de absorcdo e resisténcia de agua também foram
analisadas. Para ativar a superficie do papel higiénico cationizado, os autores
realizaram um tratamento de plasma atmosférico com gas oxigénio/hélio nos papéis
de tecido antimicrobianos de melhor desempenho. Foi observado que a maior
atividade bactericida foi a com papel de seda revestido com ChCNC, inibindo até 98%
do crescimento microbiano. O tratamento com plasma melhorou ainda mais a
atividade antimicrobiana dos revestimentos. As propriedades de absorcdo de agua
foram reduzidas com Ch, mas aumentadas com CNC. Os autores destacam que este
tecido bactericida "auto-desinfetante” tem potencial para ser um dos produtos mais
inovadores para a industria de higiene, pois pode secar, limpar e resistir a infeccdo de
superficies simultaneamente, proporcionando beneficios sociais significativos.

Em 2019, Wang et al.”* exploraram o efeito de reforco e antibacteriano da
incorporacdo de nanocristais de celulose/nanohibridos de 6xido de zinco (NC/ZnO)
em compositos de resina odontologica. A preparacdo dos nano-hibridos NC/ZnO foi
através da precipitacdo de Zn2+ na superficie do NC e, entdo, introduzidos nas
resinas. As propriedades mecanicas dessas resinas, incluindo resisténcia a

compressdo, modulo de flexdo, resisténcia a flexdo e microdureza Vickers foram
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avaliadas. A atividade antibacteriana para Streptococcus mutans foi determinada e a
morfologia de Streptococcus mutans na superficie das resinas odontolégicas apos a
incubacéao foi observada. A morfologia da superficie fraturada apos o teste de flexdo
e 0 conteudo de Zn nos compdsitos foram analisados. Os autores concluiram que
pequenas quantidades de nano-hibridos NC/ZnO tém uma influéncia positiva nas
propriedades mecanicas e antibacterianas do material analisado.

Gad et al.”® (2019) avaliaram os efeitos de reforco hibrido de nanoparticulas
de oxido de zirconio (nano-ZrO2) e fibras de vidro (FVs) em diferentes concentracdes
na resisténcia a flexdo e ao impacto de uma base de prétese dentaria de
polimetilmetacrilato (PMMA). Um total de 160 espécimes foram fabricados a partir de
resinas acrilicas polimerizadas por calor usando a técnica de banho de 4gua. Para o
grupo controle, os espécimes nao receberam incorporagdes; para o grupo de teste,
foram adicionadas diferentes concentracdes de nano-ZrO2/FVs a 5% do polimero
PMMA. A resisténcia a flexdo foi medida usando o teste de flexdo de trés pontos. A
resisténcia ao impacto foi medida usando o teste de impacto Charpy. As resisténcias
a flexdo e ao impacto dos compaésitos PMMA-nano-ZrO:2 + FV foram significativamente
melhoradas quando comparadas com as do PMMA puro (p<0,05). A resisténcia a
flexdo maxima (94,05 + 6,95 MPa) e a resisténcia ao impacto (3,89 + 0,46 kJ/m?) foram
obtidas com misturas de PMMA (2,5%) /nano-ZrO2z + 2,5% FV e podem ser utilizadas
para a fabricacdo de proteses removiveis.

Karci et al.”® (2019) avaliaram o efeito da incorporacdo de diferentes
nanoparticulas (Al203, SiO2 e TiO2) em concentracdes de 1,3 e 5% em peso, e seu
efeito na resisténcia a flexao de resinas para base protética. A resisténcia a flexao foi
medida por meio de testes de flexdo de trés pontos. Os autores observaram um
aumento significativo na resisténcia a flexdo do PMMA apoés adicao de nanoparticulas
a 1% nas resinas acrilicas polimerizadas por calor e autopolimerizaveis (p<0,05). Os
valores de resisténcia a flexdo dos grupos aos quais foram adicionadas nanoparticulas
de Al203 e TiO2 superaram os do grupo com adi¢cédo de SiO2 (p<0,05). As imagens de
microscopia eletrbnica revelaram que as nanoparticulas estavam mais
homogeneamente dispersas nos grupos que apresentaram maior resisténcia a flexao.
Os autores concluiram que as propriedades mecéanicas do PMMA podem ser
melhoradas pela adicdo de nanoparticulas ao PMMA na concentragdo de 1%;
entretanto, os valores de resisténcia a flexdo do PMMA diminuem com a adicdo de

nanoparticulas em porcentagens mais altas (3-5%).
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Em uma revisdo de literatura, Wang et al.”” (2019), discutiram a preparagéo
da nanocelulose, incluindo os métodos comumente usados de hidrdlise, oxidacao,
liguidos i6nicos fisicos e ecoldgicos. As vantagens e desvantagens de diferentes
métodos também foram comparadas. Além disso, introduziu a aplicagdo de celulose
nanofiberizada e cristais de nanocelulose nas areas de termofixos e termoplasticos,
como acido polilatico, polipropileno e resina epoxi. Os autores concluiram que, nos
altimos anos, a pesquisa com nanocelulose manteve um répido crescimento. A
selecdo, extracdo, preparacdo e processamento de compositos de celulose foram
aprimorados, o desempenho da nanocelulose foi ainda mais promovido. Cada
condicdo na preparacdo da nanocelulose, como a fonte da matéria-prima, a remocéao
de impurezas, os parametros de processamento dos tratamentos determinaram seu
tamanho e distribuicAo de particulas, levando a diferentes capacidades de
aprimoramento da nanocelulose, e afetando as propriedades finais do produto.
Atualmente, os compadsitos de nanocelulose também se tornaram mais diversificados.
A adicao de nanocelulose como agente de reforco ao sistema polimérico pode
melhorar as propriedades mecanicas, termodinamicas e de adsor¢gdo do composto
sem alterar substancialmente a transparéncia, biodegradabilidade e condutividade
elétrica do proprio material.

Em 2020, Al-Thobity’® avaliou a influéncia das técnicas de polimerizacéo em
autoclave com reforco de fibra de vidro na resisténcia a flexdo e no médulo de
elasticidade de resinas para base protéticas (PMMA). Noventa espécimes foram
confeccionados a partir de resina acrilica polimerizada por calor e distribuidos
aleatoriamente em trés grupos (n=30), de acordo com a técnica de polimerizacéo:
banho de agua, autoclave de ciclo curto e autoclave de ciclo longo. Cada grupo foi
dividido em trés subgrupos (n=10) com base na concentracéo de fibra de vidro de 0,
2,5 e 5% em peso. Os autores observaram que os valores de resisténcia a flexdo e
modulo de elasticidade foram significativamente maiores no grupo da autoclave de
ciclo longo reforcada com 5% em peso de fibra de vidro em comparagcéo com os outros
grupos (p<0,05).

Kawaguchi et al.”?, em 2020, investigaram o efeito da incorporacdo de
nanofibra de celulose (NFC) em resina para base protética (PMMA) em suas
propriedades de flexdo. Os corpos de prova foram fabricados a partir de um modelo
de resina termoplastica para base protética usando a técnica de moldagem por

injecdo. Os granulos de resina foram misturados com NFC (para obter diferentes
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porcentagens em peso 5, 10, 15 e 23% em peso). PMMA sem NFC serviu como
controle (0% em peso). Antes do teste, os corpos de prova (n =12/grupo) foram
imersos em agua a 37°C por 50h. A resisténcia a flexdo e o médulo de elasticidade
das amostras foram determinados usando testes de flexao de trés pontos. Os autores
observaram que as propriedades do PMMA reforcado com NFC foram
significativamente maiores do que aqueles do PMMA puro (p<0,05). Portanto, a
incorporacao de NFC pode melhorar significativamente as propriedades de flexdo de
um material para base protética (PMMA).

Em 2020, Rahaman Ali et al.®° avaliaram o impacto da ciclagem térmica nas
propriedades flexurais de resina acrilica para base protética reforcada com celulose
microcristalina (CMC) derivada de cacho vazio de dendé. Para isso a resisténcia a
flexdo e o médulo de flexdo, apés a ciclagem térmica (5000 ciclos de 5-55°C) de 3
amostras de PMMA reforcado com CMC foram comparadas com o PMMA de alto
impacto convencional e disponivel comercialmente. Os 3 grupos de teste foram
representados pela adicdo de varias combinagces de peso de CMC e pés acrilicos.
Os autores observaram que os 3 grupos com a adicdo de CMC demonstraram
resisténcia a flexdo e modulo de flexdo melhorados em comparacdo com a resina
convencional, sem e apds a ciclagem térmica. A maior resisténcia a flexdo média
correspondeu as amostras reforcadas com 5% de CMC seguido por 2% de CMC.
Dessa forma, concluiu-se que a adicao de CMC derivado de cacho vazio de dendé ao
PMMA pode ser uma alternativa viavel para o reforco de resinas para base protética
de PMMA.. O potencial de aplicacédo de preenchimentos naturais na fabricacdo de uma
resina para base protética reforcada precisa de mais estudos.

Em 2020, Moradian et al.8! estudaram os efeitos nas propriedades mecanicas
de cimentos de iondmero de vidro modificados por resina (CIVMR) ao incorporar
nanocristais de celulose bacteriana (NCB) no material. As propriedades mecéanicas
analisadas foram resisténcia a compressao, resisténcia a tracdo diametral e médulo
de elasticidade. Esses testes foram feitos em uma maquina de ensaios universal. A
adicdo dos NCBs foi realizada em diferentes concentracdes (0,3%, 0,5% e 1% em
peso). Os autores observaram que a incorporagédo de NCBs levou a um aumento em
todas as propriedades mecéanicas testadas, em compara¢cdo com o grupo controle,
com um aumento significativo para a concentracao de 1% em peso de NCB.

Em sua revisdo sistematica e meta-andlise, Bangera et al.8? (2020), buscaram

avaliar a mudanca na resisténcia a flexdo de resina para base protética reforcadas
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com nanoparticulas de diéxido de titanio em diferentes concentragdes (1%, 3%, e 5%
em peso). Ensaios de controle randomizados, in vitro, foram selecionados. A revisédo
foi formulada com base nas diretrizes de itens de relatério preferidos para revisdes
sistematicas e meta-andlises-protocolo (PRISMA-P). A avaliacdo da qualidade foi
realizada de acordo com as diretrizes do Consolidated Standards Of Reporting Trials
(CONSORT) e da ferramenta Cochrane de risco de viés. Seis artigos atenderam a
todos os critérios e foram submetidos a meta-anélise. Uma meta-analise foi realizada
usando efeitos aleatérios em um intervalo de confian¢a de 95%. Dentro das limitacdes
do estudo, pode-se supor que ndo ha conformidade precisa sobre a concentracao
ideal de nanoparticulas de dioxido de titanio necessaria para melhorar a resisténcia a
flexado do polimero. Mais estudos utilizando as diretrizes padrédo ISO podem ajudar na
obtencao de resultados consistentes.

Em 2021, Silvério et al.%” tiveram como objetivo caracterizar os nanocristais
de celulose (NC) utilizados na preparacdo de nanocompasitos e avaliar a influéncia
da incorporagédo dos NC na resisténcia a flexdo de um reembasador rigido (poli etil
metacrilato) para préteses dentarias. Os NC foram isolados da polpa de madeira por
hidrolise acida e o acido maleico anidrido foi usado para modificar superficialmente os
NC. Os nanocristais modificados (NCmod) e nao modificados (NC) foram
caracterizados e incorporados no reembasador nas concentracbes 0% (grupo
controle), 0,25%, 0,5%, 0,75% e 1%. A resisténcia foi medida por meio de teste de
flexao de 3 pontos com maquina EMIC DL 2000. As imagens de microscopia de forca
atbmica mostraram que as amostras NC e NCmod apresentam nanoparticulas com
formato acicular dimensd@es tipicos. Além disso, foi possivel observar uma melhora
significativa da resisténcia a flexdo, mesmo em baixos niveis de carga, principalmente
nos grupos de nanocristais com superficie modificada quimicamente (NCmod). Os
autores concluiram que a incorporagdo de NC, principalmente com modificacdo de
superficie, representa uma alternativa que pode maximizar as propriedades

mecanicas das resinas acrilicas e suas respectivas aplicagdes odontolégicas.
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivo Geral
O objetivo deste estudo foi analisar propriedades de superficie e a formacéo de
biofilmes em uma resina acrilica para base protética apés a incorporacdo de

nanocristais de celulose (NC).

3.2 Objetivos Especificos
e Investigar a influéncia da incorporacdo de NC em uma resina para base
protética sobre a rugosidade e energia livre de superficie;
e Avaliar o efeito da incorporacdo de NC em uma resina para base protética
sobre a adesao e formacao de biofilmes simples e misto de C. albicans e S.
aureus sensivel a meticilina (MSSA);
e Analisar a viabilidade dos micro-organismos através de microscopia

confocal a laser, apos a incorporacao de NC.
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Neste estudo, foi utilizada a resina acrilica para base protética Onda-Cryl®,

termo-ativada por energia de micro-ondas. O Quadro 1 descreve o nome comercial

desse material, fabricante, sigla, proporcéo, composicao e ciclo de polimerizacao.

A resina Onda-Cryl® foi selecionada neste estudo devido aos resultados

obtidos em estudo paralelo, com apoio da FAPESP em vigéncia (Auxilio a Pesquisa

Regular 2017/26512-9), que demonstraram que a incorporacdo de NC nas

concentracfes de 0,75% e 1 % resultou em aumento significativo na dureza superficial

e nao gerou alteracdo de cor clinicamente inaceitavel. Além disso, na concentragcao

de 0,75%, para a resina Onda-Cryl®, a resisténcia flexural dos corpos de prova foi

semelhante ao grupo controle. Tais resultados encontram-se em anexo (ANEXO A).

Quadro 1 - Descri¢do da resina acrilica utilizada no estudo

NOME PROPORCAO | COMPOSICAO CICLO DE
COMERCIAL SIGLA | FABRICANTE PO/LIQUIDO POLIMERIZACAO
Onda-Cryl® ocC Classico 21g/ 7 mL P6: PMMA 3 min a 320W + 4
Artigos Liquido: MMA min OW + 3 min a
Odontolégicos 720W
Ltda, S&o
Paulo, SP,
Brasil

PMMA, Poli (metil metacrilato); MMA, metil metacrilato.

Fonte: Elaboracao prépria.

4.2

Método

Os protocolos descritos abaixo (itens 4.2.1 e 4.2.2), foram realizados no

Instituto de Quimica, Universidade Federal de Uberlandia, sob a supervisdo do Prof.

Dr. Daniel Pasquini, pesquisador colaborador do projeto. Estes protocolos estdo de

acordo com metodologias descritas em estudos anteriores.1.6-11
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4.2.1 Obtencao dos nanocristais de celulose (NC)

Polpa celulésica de madeira Eucalyptus urograndis (hibrido de Eucalyptus
urophila and Eucalyptus grandis) branqueada pelo processo Kraft foi adquirida da
empresa Suzano (Limeira, Sdo Paulo, Brasil). A polpa de madeira, inicialmente na
forma de folhas, foi triturada com auxilio de um liquidificador até o material resultante
apresentar aspecto semelhante a um algodéo. A hidrdlise foi realizada a 45°C durante
55 min sob agitagéo vigorosa e constante. Para cada 1,0 grama da polpa de madeira
triturada foram utilizados 20 mL de acido sulfarico 9,17 M. Imediatamente ap0s o
tempo estabelecido, a suspensao foi diluida dez vezes pela adicdo de agua destilada
fria (z 5°C) para interromper a reagdo de hidrolise. Em seguida, a suspenséo foi
centrifugada duas vezes por 10 minutos a 10.000 rpm utilizando uma centrifuga com
refrigeracdo (Eppendorf Centrifuge 580 R) a 10°C para remover 0 excesso de acido.
A fase concentrada resultante da centrifugacdo foi entdo dialisada contra agua
destilada até pH neutro para remocao dos grupos sulfatos que ndo reagiram, sais e
acucares soluveis. Logo ap6s o processo de dialise, o material foi tratado com um
ultrassom de sonda (Hielscher modelo UP100HP) durante 15 min, utilizando pulso de

7 seg on e 2 seg off. A suspensdo resultante foi armazenada sob refrigeracédo a 4°C.

4.2.2 Trocas de solventes

Para que os NC fossem incorporados na resina, foi necessario realizar uma
troca de solventes dos NC que inicialmente se encontravam em agua para o liquido
Metilmetacrilato (MMA) empregado nas polimerizagbes da resina de acordo com o
fabricante. As trocas de solventes foram realizadas com auxilio de uma centrifuga
(Eppendorf Centrifuge 580 R). Inicialmente, os NC obtidos estavam em solucdo
aquosa, em seguida as trocas de solvente foram realizadas a 7000 rpm a 10°C por 10
minutos por duas vezes com cada um dos solventes na seguinte ordem: agua, etanol,
acetona e MMA (ordem decrescente de polaridade). Apos a ultima centrifugacdo com
MMA, os NC foram dispersos utilizando um ultrassom de sonda (Hielscher modelo

UP100H) durante 5 minutos (pulso utilizado: 7 segs. on e 2 segs. off).

4.2.3 Grupos experimentais
O grupo controle foi constituido de corpos de prova de resina acrilica intacta

(OC), sem incorporacédo de NC, e, o grupo experimental foi composto de corpos de
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prova de resina acrilica apds a incorporacdo de NC 0,75%. Esta concentracdo de
0,75% de NC na resina Onda-Cryl® foi selecionada para este estudo por ter sido a
concentracdo minima que produziu beneficio nas propriedades dureza superficial e
estabilidade de cor, e ndo alterou a resisténcia flexural em relagéo ao grupo controle
(ANEXO A).

4.2.4 Confeccéo dos corpos de prova

Foram obtidos corpos de prova circulares apresentando 15 mm de diametro e
3 mm de espessura. Para cada ocasido foram confeccionados 120 corpos de prova
de cada grupo (n=120), de acordo com o protocolo a seguir. Para melhor
entendimento da distribuicdo dos corpos de prova utilizados para cada teste, esta foi
descrita em um fluxograma (ANEXO C). Para padronizar as dimensdes dos corpos de
prova, uma matriz metalica contendo 10 orificios de 15 mm de didmetro e 3 mm de
espessura foi posicionada sobre uma lamina de vidro previamente jateada com Oxido
de aluminio, e incluida em mufla plastica com gesso pedra tipo Ill (Figura 1). Esta
lamina de vidro jateada foi utilizada para padronizar a rugosidade da superficie das
amostras em aproximadamente 3,0 um, para simular a rugosidade da superficie
interna da base protética clinicamente®. Apds presa do gesso, uma nova lamina de
vidro previamente jateada com Oxido de aluminio foi posicionada sobre o conjunto
matriz metalica/lamina de vidro, a contra-mufla foi posicionada e entéo, o gesso tipo
lll foi vazado completando-se assim a fase de inclusdo. Apds abertura da mufla e

isolamento do gesso com Cel-Lac, a prensagem da resina acrilica foi realizada.

Figura 1 - Conjunto matriz metélica/lamina de vidro incluido em mufla plastica

Fonte: Elaboracao prépria
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A proporcéo e manipulacao pd/liquido da resina acrilica foi realizada de acordo
com as recomendacdes do fabricante (Quadro 1), sendo que o p6 foi pesado em uma
balanca de precisédo eletrénica e o liquido mensurado com o auxilio de uma pipeta
graduada. Os nanocristais de celulose (NC) na concentracdo de 0,75% foram
adicionados a mistura po6/ liquido da resina acrilica, respeitando-se a proporcao do
fabricante da resina Onda-Cryl®. A concentracédo de 0,75% de NC foi calculada a
partir de solugdo de NC com concentracdo conhecida em massa/ volume, que foi
determinada durante a sintese dos NC, produzidos na Universidade Federal de
Uberlandia, sob a supervisao do Prof. Dr. Daniel Pasquini.

A prensagem foi realizada sob prensa hidrdulica em duas etapas, uma
prensagem inicial e uma final. Para a prensagem inicial, uma carga de 0,5 tonelada
foi exercida e, logo apds, a mufla foi aberta e 0s excessos de resina foram eliminados
com auxilio de um buril de Le Cron. Durante a prensagem final, cargas de 0,5, 0,75 e
1,00 toneladas foram exercidas sobre a mufla plastica, gradualmente. Um periodo de
30 minutos foi aguardado sob a prensa. Posteriormente, as muflas foram fechadas
com auxilio de parafusos proprios e, entdo, levadas para polimerizacdo no ciclo
estabelecido pelo fabricante (Quadro 1) em micro-ondas (Continental AW-30, Bosh
Eletrodomésticos, Manaus, AM).

Apos a polimerizacdo, a mufla foi resfriada sobre bancada por uma noite e,
entdo, os corpos de prova foram desincluidos. Os excessos laterais existentes nos
corpos de prova foram removidos com uma ponta do tipo Maxicut (Lesfils de August
Malleifer SA, Ballaigues, Suica). Previamente a realizacdo dos testes, todos 0s corpos
de prova foram limpos por 1 minuto em ultrassom contendo agua deionizada com 1%
de detergente e secos com papel absorvente. Em seguida, foram armazenados em
agua destilada a 37°C por 50+2 horas®.

Apos armazenamento em agua destilada, os corpos de prova foram secos com
papel absorvente e submetidos a ultrassom por 20 minutos, seguido da desinfeccao
por meio de luz UV no interior da camara de fluxo laminar vertical.®” A desinfeccao foi
realizada em ambas as superficies dos corpos de prova por 20 minutos cada, sendo
posteriormente armazenados por no maximo 24 horas em placas de Petri descartaveis

estéreis, e que foram mantidas seladas até o0 momento do uso.
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4.2.5 Avaliacédo da rugosidade

A rugosidade superficial foi analisada através de um rugosimetro digital portatil
modelo SJ-400 (Mitutoyo Corporation, Japao) com precisao de 0,01 um (Figura 2). O
percurso de medicdo do rugosimetro foi de 2,4 mm, a velocidade da ponta ativa de
0,5 mm/s, e o raio da ponta ativa de 5 pm. Foram avaliados 40 corpos de prova por
grupo, para cada ocasiao (n=40). Para cada corpo de prova foram realizadas duas
mensuracdes de rugosidade, em ambos os lados e em regides distintas, e entdo um
valor de rugosidade média foi obtido em Ra (um), para cada condi¢do experimental.

Todas as medidas foram realizadas por um Unico operador.

Figura 2 - Rugosimetro digital

g

Fonte: Elaboracao propria

4.2.6 Avaliacao da energia livre de superficie

Foi utilizado um gonidmetro (modelo 200, Ramé-hart instrument co., Netcong,
New Jersey, USA), que possui acoplado uma micro-seringa para gotejamento do
liquido e uma camera Dispositivo de Carga Acoplada (CCD) que registra a imagem
da gota sobre a superficie do espécime (Figura 3). A este equipamento, também esta
acoplado um sistema computadorizado que possui um software (DROPimage
Standard, ramé-hart instrument co., Netcong, New Jersey, USA).

Foram avaliados 40 corpos de prova por grupo, para cada ocasiao (n=40). Cada
corpo de prova foi posicionado sobre uma plataforma do equipamento entre a camera

e a lente. Foram utilizados como agentes molhantes a agua destilada (componente
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polar) e o diliodometano (componente apolar). Foi estabelecido um mesmo volume
para cada gota dispensada sobre o corpo de prova, assim como um intervalo de 10
segundos foi aguardado como tempo de acomodamento, para estabilizacdo e
interacdo do liquido com a superficie, antes de se realizar as mensuragdes. Foram
avaliados os angulos de contato direito e esquerdo, formados entre a superficie
de cada corpo de prova e a gota correspondente a cada liquido, e entdo o angulo
de contato final foi calculado utilizando a equacéo de Laplace-Young®®. Esses valores
foram utilizados para o calculo da energia livre de superficie com auxilio do software,
utilizando o conceito de componentes polares e dispersdo com o método de OWRK
(Owens—Wendt—Rabel-Kaelble)®®.

Foram realizadas duas medidas para cada corpo de prova, em partes distintas
do mesmo, sendo entdo obtida uma média aritmética para cada condicao

experimental®®. Todas as medidas foram realizadas por um Unico operador.

Figura 3 - Gonidmetro modelo 200, acoplado ao computador

|

Fonte: Elaboracédo propria

4.2.7 Avaliacdo da adesdo e formacédo de biofilmes na resina acrilica apés a

incorporagdo dos NC

O efeito da incorporacdo dos NC na resina acrilica foi avaliado na capacidade
de adeséo e formacéao de biofilmes simples e mistos de C. albicans e S. aureus. Foi
realizado o ensaio de XTT, para avaliagdo do metabolismo celular e a contagem de

unidades formadoras de coldnias para quantificar a atividade antimicrobiana.
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Obtencéao dos inéculos

As cepas microbianas utilizadas (C. albicans SC5314 e S. aureus ATCC 25923)
foram mantidas congeladas a -80°C e reativadas no momento do uso em placas
contendo &gar Sabouraud Dextrose (SDA) + Cloranfenicol para C. albicans, e, agar
Brain heart infusion (BHI) + Anfotericina B para S. aureus, pelo método do
esgotamento, sendo em seguida incubadas a 37°C por 48 horas. ApGs este periodo,
um numero estabelecido de colbnias de cada cepa foi transferido separadamente para
meio de cultura caldo Tryptone and Yeast Extract (TYE) suplementado com 1% de
glicose, e foram entdo incubados por 16 e 18 horas (C. albicans e S. aureus,
respectivamente), em estufa, obtendo-se desta maneira o pré-inéculo. Apds o periodo
de incubacdo, para a obtencdo do inoculo, foram realizadas diluicbes das
concentragbes dos micro-organismos em meio TYE+1% de glicose, 1:10 para
C.albicans e 1:20 para S.aureus. O crescimento dos micro-organismos na fase
exponencial (mid-log) foi determinado através da mensuracdo da densidade otica
(DO) em espectrofotdbmetro, garantindo assim a concentracdo microbiana de 1x107
UFC/mL).

Foram utilizadas placas estéreis de 12 pocos. Os discos de resina acrilica
previamente desinfetados &’ foram distribuidos aleatoriamente nos pocos da placa de
12 pocos. Para cada grupo e tipo de biofilme foram destinados trés corpos de prova
(n=3) para cada teste (UFC e XTT), nos dois tempos (90 minutos e 48 horas). Em
seguida, em cada poco da placa, foi acrescentado 2 mL da saliva filtrada e a placa foi
incubada em estufa a 37°C durante 90 minutos para formacao da pelicula salivar.

Apos este periodo, os corpos de prova foram transferidos para uma nova placa.

Coleta de saliva

A saliva foi previamente coletada a partir de oito voluntarios escolhidos segundo
os critérios de exclusdo (Quadro 2). Essa coleta foi realizada com a devida apreciacéo
e aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — UNESP (CAAE: 12932919.7.0000.5416 — ANEXO B).
Foram considerados critérios de exclusdo para os voluntarios para coleta de saliva:
doencas sistémicas, uso de antibioticos nos ultimos 3 meses, presenca de carie ativa
e/ou doenca periodontal. A coleta da saliva foi estimulada através da mastigacao. Para
isso, foram utilizados pedacos de Parafilm® para que os voluntarios pudessem

mastigar. Entdo, a saliva coletada foi colocada em tubos Falcon, centrifugada (3800
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g, 4°C, 10 minutos), e o sobrenadante foi filtrado utilizando-se membrana de 0,22um.

As aliquotas de saliva foram mantidas a -20°C até sua utilizacao.

Quadro 2 - Voluntérios da doacéo de saliva

ID Idade  Género

1 26 Feminino
2 27 Feminino
3 26 Masculino
4 23 Feminino
5 39 Feminino
6 28 Feminino
7 41 Feminino
8 32 Masculino

Fonte: Elaboracgéo prépria
Formacao de biofilme

Formacao de biofilme isolado de C.albicans: 1mL da suspensao 1x107 UFC/mL
foi adicionada sobre as amostras, em placas estéreis de 12 pocos, completando-se
com meio TYE + 1% glicose, para um volume final por poco de 2mL.

Formacéo de biofilme isolado de S.aureus: 1mL da suspensédo 1x107 UFC/mL
foi adicionada sobre as amostras, em placas estéreis de 12 pocos, completando-se
com meio TYE + 1% glicose para um volume final por pogo de 2mL.

Formacéo de biofilme misto de C.albicans + S.aureus: 1mL da suspenséo 1x10’
UFC/mL de C.albicans foi misturada com 1mL da suspensdo 1x10’ UFC/mL de
S.aureus e adicionada sobre as amostras. Totalizando um volume final de 2mL por
pOGo.

Os biofilmes simples e mistos de C.albicans e S.aureus foram submetidos a
fase de adesao que consiste em incubacgao por 90 minutos sob agitagéo orbital de 75
rpom a 37°C®, Apéds a fase de adeséo, todos os discos foram removidos da placa,
lavados cuidadosamente com Phosphate Buffered saline (PBS) 1X para remocéao das
células ndo aderidas. Em seguida os discos que foram aleatoriamente separados para
analise da fase de adesao, foram colocados em novas placas estéreis para realizar a
remocao das células aderidas por meio de raspagem. Sobre os demais poc¢os, foram
adicionados 2mL de TYE + 1% sacarose fresco em cada poco contendo os discos
com o0s micro-organismos que ficaram aderidos. As placas foram colocadas em

agitador orbital a 37°C por 48 horas para a obtencdo dos biofilmes maduros.
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Para a avaliacdo da fase de adeséo e do biofilme de 48 horas de formacéo, os
discos foram colocados em placas estéreis e foram adicionados 2 mL de PBS 1X para
a realizacdo da raspagem dos mesmos. A raspagem do disco foi realizada com uma
ponteira (Ponteira Azul de 100-1000uL) ndo acoplada a micropipeta, com o auxilio de
uma pinca estéril para a imobilizac&o do disco. Os biofilmes obtidos foram transferidos
para tubos eppendorf para a realizacdo de uma diluicdo seriada. As diluicbes foram
semeadas em placas com meios de cultura agar (C. albicans em SDA+Cloranfenicol
e S. aureus em BHI+Anfotericina B) e foram incubadas por 48 horas a 37°C sendo em
seguida o numero de UFC guantificado para as duas etapas.

Para cada micro-organismo isoladamente e para o biofilme misto o ensaio

microbioldgico foi realizado em triplicata, em trés ocasides distintas.

Contagem de colbnias

ApoOs 48 horas de incubacéo a 37°C, as placas de SDA + Cloranfenicol e de
BHI + Anfotericina B foram submetidas a contagem de colénias. O numero de
unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) foi calculado. Para esse

calculo, foi utilizada a férmula a seguir:

UFC = n° colbnias x 10"
mL q

Nessa formula, n equivale ao valor absoluto da diluicdo (1, 2, 3,4, 5,6 0u 7), e
g equivale a quantidade, em mL, pipetada para cada diluicdo quando nas semeaduras
das placas. Os valores de UFC/mL foram obtidos em notacéo cientifica e foi calculada
entdo a média aritmética dos valores das triplicatas de cada amostra. Em seguida, 0s
dados obtidos para as contagens foram transformados de acordo com a férmula log
(UFC+1)/mL.

Avaliacao do metabolismo celular (ensaio de XTT)

Para a analise do metabolismo celular, a solugdo de XTT (2,3-bis (2-methoxy-
4-nitro-5-sulfophenly) - 5 - [(phenylamino) carbonyl] - 2H - tetrazolium hydroxide), e a
solucdo de menadiona foram previamente preparadas e mantidas a -20°C até o

momento do experimento. Para a realizacdo do teste foi preparada a solugéo de XTT.
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Para cada 10ml da solugao de XTT foi adicionado 1ul da solugao de Menadiona. Apés
misturadas, foram mantidas longe da luz até a aplicacéo sobre os discos.

ApGs a fase de adeséo e formacéo de biofilme de 48 horas, os discos de cada
condig&o experimental foram lavados para remocéo das células ndo aderidas e entéo,
transferidos para placas de cultura estéreis com 24 poc¢os. Entdo, 500ul da solugéo
XTT foram colocados sobre cada disco, sendo incubados, no escuro a 37°C, por 3
horas. Apos esse periodo, aliquotas de 100ul, em duplicata, foram colocados na placa
de 96 pocos. Essa placa foi posicionada no leitor de Elisa para leitura da absorbancia
utilizando-se o filtro 492 nm. A solucdo de XTT preparada para o experimento foi

utilizada como “Blank”.

Analise por microscopia confocal

Apos a fase de adeséo e formacao de biofilme de 48 horas, os discos de cada
condicao experimental foram lavados 1X com PBS, transferidos para placas de cultura
estéreis com 12 pocos contendo 1mL de PBS com os marcadores SYTO 9® e lodeto
de propideo (PI) (LIFE/DEAD™ Bacligth™ Bacterial viability kit) na concentragéo de
1:1000. As amostras foram incubadas em estufa a 37°C, protegido da luz por um
periodo de 30 minutos e lavadas para a remocao do excesso de marcador. A obtencao
das imagens foi realizada por meio do Microscopio de Fluorescéncia Confocal Carl
Zeiss LSM 800 com Airyscan, com auxilio do Software ZenBlue verséo 2.3.

A marcagéao positiva para SYTO® 9 dos micro-organismos vivos foi obtida pela
excitacdo das amostras com laser em 488 nm, na faixa espectral de 488 nm até 530
nm (verde); para a visualizacdo dos micro-organismos mortos marcados com PI, foi

utilizado o laser em 488 na faixa espectral de 575 nm até 630 nm (vermelho).

Planejamento experimental

Neste estudo, foram avaliadas as variaveis rugosidade (Ra) e energia livre de
superficie (erg cm) e estabelecido um fator de variacdo (incorporacdo de NC),
avaliado em dois niveis (controle e 0,75%) para a resina OC.

Também foram avaliadas as varidveis metabolismo celular (ensaio XTT) e
contagem de col6nias (UFC/mL) em biofimes simples e misto de C. albicans e S.
aureus e estabelecido um fator de variacao (incorporacdo de NC), avaliado em dois
niveis (controle e 0,75%). Os dados de contagens de coldnias foram transformados

de acordo com a férmula log (UFC+1)/mL.
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Os dados obtidos neste estudo estéo apresentados nos APENDICES. Apds o
agrupamento dos dados, estes foram analisados estatisticamente utilizando o
software SPSS for Windows (versdo 15.0; SPSS Inc.). Todas as andlises foram
realizadas utilizando-se a = 0,05. A aderéncia dos dados a distribuicdo normal e a
homogeneidade de variancia foram testadas pelo teste de Shapiro-Wilk e Levene,
respectivamente, onde foi constatada distribuicdo normal (p>0,05) e homogeneidade
de variancias (p>0,05) para as variaveis avaliadas, portanto os dados cumprem 0s
pressupostos para aplicar um teste parameétrico para amostras independentes. Dessa
forma, os valores correspondentes as médias dos espécimes dos grupos foram
submetidos ao Teste t de Student. A varidvel ELS ndo apresentou normalidade, assim,
para esta variavel o teste ndo paramétrico U de Mann-Withney foi aplicado.

Os ensaios microbiolégicos foram realizados em triplicata, em trés ocasides
distintas, totalizando n=9 para cada condicdo experimental. Ainda, uma ocasiao
distinta foi realizada para que os corpos de prova de cada condicéo experimental (n=2)

fossem submetidos & analise por microscopia confocal.
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5 RESULTADOS

5.1 Rugosidade
Inicialmente, foram mensuradas a rugosidade de 120 amostras da resina OC
(controle) e outras 120 amostras da resina OC incorporada com 0,75% de NC. A

andlise descritiva esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Estatistica descritiva da rugosidade (RA)

Intervalo de confianca de 95% para média

Grupos Média Desvio Padrdo Erro Padrao o i o i Minimo Maximo
Limite inferior Limite superior
Controle 3,35 0,49 0,04 3,26 3,44 1,98 4,45
0,75% NC 3,40 0,48 0,04 3,31 3,49 2,41 4,72

Fonte: Elaboracgéo prépria

Na Figura 4 observa-se que a adi¢cdo de 0,75% de NC néo exerceu influéncia sobre

os resultados do ensaio de rugosidade para a resina OC (P>0,05).

Figura 4 - Valores médios e desvios-padrdo da rugosidade (Ra) para 0s grupos
avaliados da resina OC (Teste T de Student, p=0,412).

4.0

Rugosidade (Ra)

T T
Controle 0,75% NCC

Fonte: Elaboracgao prépria
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5.2 Energia Livre de Superficie (ELS)

A energia livre de superficie foi obtida pela conversao nao linear dos valores
encontrados na mensuragao dos angulos de contato e, assim, foi possivel observar
por meio da Figura 5 que a incorporacéo de 0,75% de NC a resina OC nao apresentou

influéncia sobre a variavel ELS. A analise descritiva esta apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 - Estatistica descritiva da ELS (erg cm) para resina OC.

Intervalo de confianca de 95% para média

Grupos Média Desvio Padrdo Erro Padréo L ) o i Minimo Maximo
Limite inferior Limite superior

Controle 40,69 4,24 0,38 39,92 41,45 24,33 50,35

0,75% NC 40,81 4,07 0,37 40,07 41,55 28,99 57,04

Fonte: Elaboragé&o prépria

Figura 5 - Valores médios e desvios padréo da energia livre de superficie (erg cm-?)
para os grupos avaliados da resina OC (Teste U de Mann-Whitney, p=0,920).
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|
[
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20.00
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.00 I I
Controle 0,75% NCC

Fonte: Elaboracédo propria

5.3 Adesao do Biofilme Multiespécies
Na Tabela 3 estdo apresentados as médias e desvios padrao referentes as
absorbéancias determinadas pelo método XTT no estudo da adesédo dos biofilmes

simples e misto (C. albicans e S. aureus). O Teste T de Student foi empregado para
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avaliar a aderéncia de micro-organismos pela absorbancia ao nivel de significancia de
5%. Nota-se que ndo houve diferenca significante entre o grupo controle e o grupo

com adi¢cao de 0,75% de NC para os diferentes micro-organismos.

Tabela 3 — Médias (desvios-padréao) de absorbancias pelo método XTT, para o teste
de adesao do biofilme multiespécies, de acordo com os grupos avaliados (controle ou
0,75% NC)

Média Desvio Padrao P

] Controle 0,44 0,12

C. albicans .813
0,75% NC 0,45 0,15
Controle 0,98 0,09

S. aureus .362
0,75% NC 0,96 0,05
Controle 0,97 0,07

C. albicans + S. aureus .698
0,75% NC 0,98 0,08

Fonte: Elaboracgéo prépria

As médias e desvios padrdo de logaritmos de UFC/mL para os micro-
organismos avaliados estdo apresentados na Tabela 4. E possivel observar que os
resultados foram semelhantes ao observado no ensaio XTT, onde, a incorporagéo do

NC néo alterou a adeséo dos micro-organismos.

Tabela 4 - Médias (desvios-padrao) de logaritmos de UFC/mL, para o teste de adesao
do biofilme simples e misto de C. albicans, S. aureus, de acordo com 0s grupos
avaliados (controle ou 0,75% NC)

. Desvio
Média Padrao P
Controle

C. albicans 6.5 0.1 0,696

0,75% NC 6,5 0,1

Controle 7 2
S. aureus .6 0, 0,447

0,75% NC 74 0.6

C. albicans + S. aureus Controle 6,3 0,2
0,376

(SDA) 0,75% NC 6,2 0,2

C. albicans + S. aureus Controle 7,7 0,3
0,910

(BHI) 0,75% NC 7.7 0.3

Fonte: Elaboracgao propria
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5.4 Formacgao do Biofilme Multiespécies

As médias e desvios-padréo de absorbancias determinadas pelo método XTT
no estudo da formagao de biofilme simples e misto (C. albicans e S. aureus) podem
ser observados na Tabela 5. Nota-se que, para os diferentes micro-organismos, nao
foram encontradas diferengas significativas entre as médias dos grupos

experimentais.

Tabela 5 — Médias (desvios-padrao) de absorbancias pelo método XTT, para o teste
de formacao do biofilme simples e misto de C. albicans e S. aureus, de acordo com

0s grupos avaliados (controle ou 0,75% NC)

Média Desvio Padrao P

) Controle 0,85 0,18

C. albicans 0,809
0,75% NC 0,86 0,11
Controle 0,97 0,17

S. aureus 0,100
0,75% NC 0,86 0,23
Controle 0,88 0,06

C. albicans + S. aureus 0,593
0,75% NC 0,89 0,13

Fonte: Elaboracgéo prépria
Na Tabela 6 estdo apresentadas as médias e desvios-padréao de logaritmos de
UFC/mL para os biofilmes simples e mistos em meios de cultura SDA e BHI. Ao nivel
de significancia de 5%, as quatro analises (teste T de Student) revelaram que a
incorporacao de 0,75% de NC a resina OC nao alteraram a formacéao do biofilme de

48h para os micro-organismos avaliados.

Tabela 6 - Médias (desvios-padrao) de logaritmos de UFC/mL (Log 10), para o teste de formacé&o do
biofilme (C. albicans, S. aureus e C. albicans + S. aureus), de acordo com 0s grupos avaliados
(controle ou 0,75%NC)

. Desvio
Média Padréao P
Controle
C. albicans 6.9 0.3 941
0,75% NC 6,9 0,3
Controle
S. aureus 7.7 0.2 .209
0,75% NC 7.9 0,3
C. albicans + S. aureus Controle 6,4 0,2 203
(SDA) 0,75% NC 6,5 0,2 '
C. albicans + S. aureus Controle 8,0 0,2 917
(BHI) 0,75% NC 8,0 0,2 '

Fonte: Elaboracgéo prépria
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5.5 Andlise por Microscopia Confocal

A morfologia celular e a integridade da parede dos biofilmes simples e misto de
C. albicans e S. aureus (MSSA) formados na superficie de corpos de prova de resina
acrilica para base de prétese com e sem incorporacao de NC 0,75% foram analisadas
por microscopia confocal apos a fase de adesao (Figura 6), e apos 48 h de formacéao
dos biofilmes (Figura 7). Observou- se que as células vidveis apresentaram marcacao
positiva para SYTO® 9 (verde), demonstrando que a superficie da resina acrilica do
grupo NC 0,75% nao interfere na adesdo nem na formacao dos biofilmes simples e
misto de C. albicans e S. aureus (MSSA) de 48 h. As células com parede celular
danificada ou permeavel apresentaram marcacao positiva para Pl (vermelho), e foi
evidente para o tempo de adesé&o dos biofilmes de C. albicans (Figura 6D), S. aureus
(MSSA) (Figura 6E) e misto (Figura 6F) formados sobre os corpos de prova de resina

acrilica tratada com o NC 0,75%.

Figura 6 - Imagens adquiridas por microscopia confocal de biofilmes simples e misto de C. albicans e S. aureus,
formados na superficie dos corpos de prova de resina acrilica para base de prétese com e sem incorporagéo de
nanocristais de celulose 0,75%. Fase de adeséo.

C. albicans S. aureus Misto

Controle

NC

Biofilmes simples e misto de C. albicans e S. aureus (MSSA) formados na superficie de corpos de prova de resina
acrilica para base de prétese sem incorporacéao de NC 0,75% (A, B, C) e com incorporagdo de NC 0,75% (D, E, F)
avaliados apds 90 minutos de incubacéo (fase de adesdo). A integridade da parede celular foi avaliada pela
marcacdo com LIFE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit. Micro-organismos vivos apresentaram marcag&o
positiva para SYTO® 9 (verde). Micro-organismos mortos apresentaram marcagao positiva para Pl (vermelho). A
marcagdo amarela resulta da sobreposi¢cdo de ambos os fluoréforos. Escala: 50 um.

Fonte: Elaboragéo propria
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Figura 7 - Imagens adquiridas por microscopia confocal de biofilmes simples e misto
de C. albicans e S. aureus, formados na superficie de corpos de prova de resina
acrilica para base de protese com e sem incorporacdo de nanocristais de celulose
0,75%. Fase de biofilme.

C. albicans S. aureus

Controle

NC

Biofilmes simples e misto de C. albicans e S. aureus (MSSA) formados na superficie
de corpos- de-prova de resina acrilica para base de prétese sem incorporagédo de NC
0,75% (A, B, C) e com incorporacédo de NC 0,75% (D, E, F) avaliados apos 48 horas
de incubacéo (fase de biofilme). A integridade da parede celular foi avaliada pela
marcacao com LIFE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit. Micro-organismos vivos
apresentaram marcacgao positiva para SYTO® 9 (verde). Micro-organismos mortos
apresentaram marcacao positiva para Pl (vermelho). A marcac¢do amarela resulta da
sobreposi¢cao de ambos os fluoroforos. Escala: 50 pm.

Fonte: Elaboracao prépria
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6 DISCUSSAO

A hipotese nula do presente estudo foi aceita, uma vez que as propriedades
fisicas (Rugosidade e Energia Livre de Superficie) e a adesao e formacgao dos micro-
organismos (UFC e XTT) sobre a superficie da resina acrilica ndo foram influenciadas
pela incorporacdo de NC nesta resina.

Esse estudo teve como objetivo avaliar as propriedades fisicas e a adesao e
formacéo de biofilme com a incorporacdo de NC em uma resina acrilica para base
protética polimerizada por micro-ondas. De acordo com estudos anteriores realizados
por N0Sso grupo de pesquisa, esse material, nessa concentracao (0,75%), foi 0 mais
promissor em relacdo a um aumento significativo da dureza desta resina.

O aumento na dureza foi provavelmente devido a estrutura do NC ser altamente
cristalina e a presenca de NC na resina de base da protese®®. A dureza é uma
propriedade fisica que esta relacionada a resisténcia a deformacgédo plastica de um
material. Esta propriedade representa a longevidade da protese, pois quanto maior a
dureza, menor o risco de fratura do material de base da protese e maior a resisténcia
a abrasdo, fundamental para a estética e reducdo do acumulo de biofiime®. Além
disso, a dureza é considerada um parametro para avaliar o teor de mondmero residual,
ou seja, para avaliar o grau de conversao do mondmero em polimero durante a
polimerizacéo®.

Os resultados mostraram que a incorporacdo dos NC nédo exerceu influéncia
sobre a rugosidade do grupo experimental testado. O fato de néo ter alteracdo da
rugosidade no grupo experimental € um resultado positivo, uma vez que essa
propriedade superficial do grupo controle foi mantida mesmo apdés a incorporacao dos
NC. O grupo experimental ndo apresentou um aumento nessa propriedade, o que é
positivo, pois, segundo Bollen et al.®!, superficies de resina acrilica com valores de
rugosidade maiores que 0,2 ym potencializam a adesdo de micro-organismos, sendo
este o valor critico para a resina acrilica. Além disso, superficies de base de proteses
com menor rugosidade sdo menos suscetiveis ao acumulo de micro-organismos,
portanto, favoraveis na prevencgéao de patologias orais, além de serem mais resistentes
a manchamentos®'. Caracteristicas fisicas do substrato, como a energia livre
superficial e aspereza da base da prétese, podem interferir na colonizacdo e
maturacdo do biofilme®2. Entretanto, alguns estudos tém mostrado que a rugosidade

da resina acrilica ndo foi um fator determinante na adesio de C. albicans®394.
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A interacao entre as forcas de coesao e adesdao e a capacidade de molhamento
de um sélido é determinada pela ELS®®. No presente estudo, a adicdo de NC na resina
para base protética ndo alterou o ELS quando comparada ao grupo controle. Tanto os
polimeros celulésicos quanto os acrilicos possuem estruturas com grupos polares e
nao polares, que refletem em sua energia superficial. A celulose tem uma energia
superficial de cerca de 45-50 mN/m e este valor € a soma das contribuicdes polares
~30-35 mN/m e contribui¢des dispersivas (ou nao polares) ~15-20mN/m. PMMA tem
uma energia de superficie em torno de 40-45 mN/m e este valor € a soma das
contribuicdes polares ~5-10 mN/m e contribuicdes dispersivas (ou ndo polares) ~35-
40 mN/m. Uma das condi¢Bes para uma boa adesdo entre os materiais € que eles
tenham valores de energia de superficie semelhantes, o que é o caso desses dois
compostos. Porém, ainda apresentam diferencas entre as contribuicdes polares e
dispersivas que podem contribuir negativamente para essa adesdo. Apesar disso,
devido ao carater quimico dos dois componentes, ainda se espera uma adesao
razoavel entre eles e isso explicaria a melhora da dureza da resina polimerizada por
micro-ondas apdés a incorporacao de NC a 0,75%.

A significancia clinica da ELS est4 relacionada a capacidade de molhamento
de uma superficie, onde uma alta ELS é desejada se houver necessidade de adesao,
mas, indesejavel caso exista o objetivo de resisténcia a adesdo®. Embora a relagdo
entre a ELS e a adesdo de Candida spp. tenha sido investigada extensivamente, os
dados ainda sdo controversos®’%8. Alguns estudos observaram que substratos com
alta ELS podem induzir maior adesdo e proliferacdo de Candida albicans®. No
entanto, outros autores ndo encontraram correlacdo entre ELS e adesdo!101 e
formacéo de biofilme02,

Os resultados do presente estudo in vitro mostraram que a incorporacao de NC
(0,75%), ndo exerceu influéncia sobre as propriedades microbioldgicas (adeséo e
formacdo de biofilme) da resina para base protética Onda-Cryl®. Os estudos
encontrados na literatura que avaliaram a atividade antimicrobiana do NC foram
realizados utilizando os NC associados a outros componentes ou com modificacbes
de superficiel?13196  Eles mostram que quando ha atividade antimicrobiana, essa é
resultante das modificagbes ou adicdes de compodsitos aos NC. Dessa forma,
entende-se que os NC quando utilizados de maneira isolada ndo tem potencial
antimicrobiano, porém pode ser um material base para adicdo de outros componentes,

sendo assim mais promissor?13106 Sape-se que o aumento da rugosidade pode
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potencializar a adesédo de micro-organismos®!. Nossos resultados mostraram que a
rugosidade do grupo experimental foi semelhante a do grupo controle. Dessa forma,
era esperado que, consequentemente, a adesédo e formacédo de micro-organismos
sobre os corpos de prova de ambos 0s grupos, nao apresentassem diferenca entre os
grupos.

A partir da analise das imagens adquiridas através da microscopia confocal a
laser foi possivel constatar que a incorporagdo de NC 0,75% néo influenciou na
viabilidade dos biofilmes simples e misto de C. albicans e S. aureus (MSSA). Isso
ocorreu para ambos os tempos avaliados, adesédo (90 minutos) e formacéao de biofilme
maduro (48h), corroborando com os resultados das outras analises microbiolégicas.
Apesar da marcacao vermelha evidente na fase de adeséo (Figuras 6D, 6E, 6F), a
morte celular observada, néo foi suficiente para inibir a adesao dos micro-organismos
sobre as superficies de resina acrilica para base de prétese com incorporacédo de NC
0,75%, permitindo a formacéao de biofilmes maduros simples e misto de C. albicans e
S. aureus (MSSA), ap0s 48 horas (Figuras 7D, 7E, 7F).

Com os avanc¢os da nanotecnologia, agentes de reforco como NC, 6xido de
metal, diamante, carbono e nanoparticulas de fibra de vidro foram incorporados as
resinas para base protética'®1%, Particularmente, o uso de NC como agentes de
reforco nanométricos pode representar uma importante inovacdo em materiais
odontoldgicos, uma vez que esses materiais sao biopolimeros de fontes renovaveis.

Os estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa revelaram
melhoria da dureza dessa mesma resina, apos a incorporacao de NC na concentracao
de 0,75%. Além disso, essa incorporacdo ndo resultou em alteracdo de cor em niveis
clinicamente significantes nem reduziu a resisténcia a flexdo abaixo do limite
estabelecido pela norma ISO (65 MPa). E, apesar de nao ter sido observado melhora
nas propriedades aqui avaliadas, também observamos que a incorporacdo dos NC na
resina nédo foi prejudicial a este material, uma vez que nédo houve alteracdo de suas
propriedades superficiais e, consequentemente, 0 mesmo ocorreu em relagcdo a
adeséo e formagéao de biofilme. Na pratica, com a melhora da dureza, pode-se esperar
que a incorporacdo de 0,75% NC nesta resina pode melhorar a sua resisténcia a
abrasdo, o que é desejavel a longo prazo, uma vez que a base da prétese é
constantemente submetida a escovacao. Além disso, a polimerizacdo de bases de
préteses por micro-ondas € considerada um meétodo rapido, econémico e limpo na

pratica laboratorial%4,
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Estudos futuros devem ser realizados para aprofundar a avaliacao do efeito da
incorporacdo de NC em resinas acrilicas para base de protese. Os resultados
apresentados na literatura ainda sao limitados. De maneira geral, os estudos indicam
que a modificacdo dos NC em sua superficie para otimizar sua interagdo com o PMMA
resulta em melhor desempenho mecanico dos compésitos obtidos’37477.197 - Assim,
estudos adicionais sdo recomendados para que esses achados possam ser aplicados
em pesquisas clinicas'®®,

Com os resultados preliminares obtidos até o momento, considera-se que a
aplicacao da celulose como material de reforco em resinas para base protética deve
ser investigada mais extensivamente, pois tem potencial para gerar beneficios
tecnoldgicos, econdmicos e ambientais, uma vez que podem promover o aumento da

vida util da protese através do uso de um material abundante e renovéavel.
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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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APENDICES
Tabela A1l — Dados referentes a variavel rugosidade (Ra - um)

o 1%ocasido 2%0casido 32ocasido

Controle NC Controle NC Controle NC
1 3,31 2,50 3,24 2,65 3,38 4,72
2 3,30 3,34 4,12 2,94 3,57 3,82
3 3,18 3,18 4,01 3,43 3,72 3,87
4 3,25 4,38 3,47 3,16 3,21 3,45
5 3,65 3,83 4,45 4,36 2,94 4,06
6 2,93 2,94 3,86 3,52 4,23 3,48
7 3,48 3,72 3,75 4,22 3,25 3,19
8 3,53 3,13 2,90 3,21 3,61 3,17
9 3,12 3,70 3,27 3,29 2,79 3,02
10 3,69 3,30 4,24 2,76 3,27 3,91
11 3,28 3,64 3,78 3,39 3,36 3,38
12 3,55 2,46 2,38 2,41 3,67 2,46
13 3,41 3,21 3,74 2,93 3,93 3,80
14 3,12 3,88 3,65 3,42 3,24 3,41
15 3,11 3,82 3,31 3,33 2,44 2,97
16 3,62 2,70 2,74 3,46 2,67 4,62
17 3,54 3,38 4,44 4,02 3,00 3,46
18 3,44 2,77 4,06 2,79 3,14 3,44
19 2,98 2,94 417 3,71 2,70 3,80
20 2,83 3,41 3,30 4,32 3,54 3,72
21 3,39 3,32 2,81 2,77 2,98 3,59
22 2,91 3,73 4,39 2,68 3,30 3,44
23 3,49 3,33 4,04 3,63 2,78 3,43
24 3,78 3,61 4,00 3,48 4,14 3,37
25 2,87 3,56 3,73 3,48 3,49 3,54
26 3,21 3,48 2,76 3,00 2,74 2,63
27 3,30 3,67 4,08 3,46 2,50 3,76
28 3,57 4,10 3,41 2,82 3,63 4,38
29 2,87 4,05 2,89 3,33 3,62 3,68
30 3,25 3,14 3,94 2,44 3,35 3,57
31 3,53 2,77 3,25 2,48 3,08 3,83
32 3,03 3,20 3,48 3,09 1,98 3,80
33 3,02 2,80 3,26 3,30 2,58 3,77
34 3,25 3,16 2,62 3,57 3,10 3,22
35 3,87 2,78 2,02 3,68 3,14 3,79
36 3,21 2,93 2,98 2,78 3,62 3,563
37 3,60 3,14 3,28 4,06 3,56 3,79
38 3,30 3,21 2,88 3,54 2,79 3,39
39 2,80 3,22 3,63 3,31 3,35 3,89
40 3,57 4,01 4,34 3,17 4,32 3,75

Fonte: Elaboracao prépria



Tabela A2 — Dados referentes a variavel ELS (erg cm2)
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D 1%ocasido 2%ocasido 32ocasido
Controle NC Controle NC Controle NC

1 46,52 45,53 36,38 52,17 42,89 39,27
2 37,63 42,37 42,02 40,58 41,63 38,25
3 42,05 42,19 40,63 38,75 38,17 43,15
4 44,95 49,25 37,52 42,33 41,71 39,40
5 44,75 36,85 36,26 40,99 39,42 37,74
6 42,45 45,10 41,42 45,79 42,30 35,39
7 39,67 33,62 39,92 46,46 47,48 47,20
8 40,54 40,34 40,26 42,56 48,09 36,78
9 37,01 41,30 35,36 39,78 44,28 43,35
10 31,83 39,02 37,71 45,23 44,11 41,95
11 33,81 37,92 40,26 36,81 40,48 39,66
12 24,33 39,42 42,29 38,85 38,14 39,98
13 36,74 47,88 35,42 42,34 38,58 40,79
14 38,74 41,19 38,06 42,06 48,58 43,48
15 43,23 42,07 41,32 43,27 45,83 40,94
16 43,21 36,47 37,21 38,14 42,40 38,62
17 36,71 47,08 39,10 46,35 41,45 40,92
18 41,59 42,10 37,79 43,94 41,12 36,62
19 32,31 33,55 35,62 41,57 38,08 43,71
20 36,00 43,77 38,89 40,67 37,44 39,55
21 35,55 39,69 36,86 44,29 38,73 57,04
22 45,72 37,51 40,43 42,57 50,35 40,81
23 37,70 33,17 43,16 42,59 48,68 36,90
24 37,16 38,02 44,42 46,75 43,29 37,59
25 36,68 36,58 44,52 44,81 46,78 39,97
26 39,88 34,74 37,70 47,16 44,55 38,67
27 48,37 43,73 39,06 39,57 35,75 39,53
28 35,68 39,19 42,51 47,54 37,92 40,25
29 36,78 42,86 39,31 38,62 44,84 39,81
30 42,79 43,13 41,84 37,64 45,78 44,33
31 37,78 35,83 44,02 40,86 38,92 36,96
32 37,32 36,09 39,09 41,34 44,92 38,57
33 45,44 28,99 45,89 46,78 42,22 39,79
34 35,70 29,64 48,87 39,64 45,66 38,66
35 42,41 38,57 43,19 44,90 43,65 38,04
36 43,90 37,86 38,88 44,64 43,25 40,28
37 38,43 42,21 35,49 40,93 43,61 38,96
38 37,96 41,75 35,80 38,14 45,17 41,08
39 43,70 37,33 45,58 43,65 41,00 38,34
40 31,67 34,52 44,68 42,61 46,13 43,16

Fonte: Elaboracgéo prépria
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Tabela A3 - Dados referentes as absorbancias determinadas pelo método XTT no
estudo da adesdo dos micro-organismos em biofilme simples e misto (C. albicans e

S. aureus)
ADESAO (90 min)
C. albicans S. aureus C. albicans + S. aureus
CP Controle NC Controle NC Controle NC
1 0,337 0,325 0,960 0,915 0,989 1,057
1 0,342 0,329 1,040 0,939 0,945 1,009
2 0,421 0,415 0,979 0,847 0,929 1,026
2 0,436 0,458 0,951 0,91 0,972 1,027
3 0,396 0,458 0,809 1,003 1,016 1,015
3 0,429 0,628 0,875 0,971 1,069 1,064
4 0,476 0,537 0,802 0,958 0,930 0,920
4 0,491 0,563 0,898 1,01 0,950 0,980
5 0,664 0,645 0,949 1,005 1,031 0,860
5 0,671 0,627 0,989 1,031 0,890 0,944
6 0,555 0,675 1,089 0,946 0,990 0,889
6 0,545 0,664 1,093 0,942 1,047 0,899
7 0,273 0,399 0,995 0,887 0,825 0,86
7 0,293 0,386 1,061 0,918 0,859 0,924
8 0,519 0,291 1,006 1,01 1,043 0,968
8 0,470 0,294 0,996 1 1,074 0,989
9 0,322 0,222 1,084 0,99 0,936 1,188
9 0,313 0,234 1,092 0,98 0,943 0,999

Fonte: Elaboracéo proépria

Tabela A4 - Dados referentes as UFC/mL (Log10) no estudo da adesao dos micro-organismos
em biofilme simples e misto (C. albicans e S. aureus), de acordo com os grupos avaliados
(controle ou 0,75%NC)

ADESAO (90 min)

C. albicans S. aureus C. albicans + S. aureus (SDA) C. albicans + S. aureus (BHI)
CP Controle NC Controle NC Controle NC Controle NC
1 65 6,5 7,7 7,2 6,5 6,5 7,5 7,9
2 6,5 6,7 7,7 7,7 6,3 6,4 7,8 8,0
4 6,4 6,4 7,7 6,7 6,4 6,2 8,1 7,3
5 65 6,4 7,5 7,7 6,3 6,3 7,5 7,7
6 65 6,3 7,5 7.8 6,6 6,0 7,9 7,2
7 6,4 6,5 7,5 6,7 6,2 6,4 7,3 7,7
8 6,6 6,5 7,4 8,1 6,2 59 8,0 7,5
9 65 6,6 7,4 7,9 6,1 6,0 7,6 7.8

Fonte: Elaboracédo propria



Tabela A5 - Dados referentes as absorbancias determinadas pelo método XTT no estudo da
formacéo de biofilme simples e misto (C. albicans e S. aureus)

XTT BIOFILME (48 horas)
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C. albicans S. aureus Misto
Controle NC Controle NC Controle NC

0,92 0,653 1,131 0,968 0,859 0,977
0,88 0,736 1,22 0,947 0,934 0,989
0,886 0,988 1,052 0,614 0,891 0,804
0,973 1,046 1,137 0,609 0,913 0,777
1,184 0,774 1,093 0,933 0,786 0,807
1,276 0,874 1,242 0,996 0,835 0,886
0,601 0,935 0,722 0,47 0,814 0,802
0,647 0,894 0,75 0,492 0,861 1,156
0,838 0,788 1,095 0,625 0,91 0,689
0,857 0,721 1,14 0,641 0,9 0,706
0,926 0,88 0,84 0,887 0,843 0,778
0,94 0,91 0,844 0,889 0,816 0,8

0,717 0,779 0,74 0,874 0,858 0,994
0,757 0,81 0,949 1,009 0,913 0,91
0,575 0,79 0,896 1,056 0,972 1,04
0,816 0,901 0,953 1,064 0,992 0,94
0,766 0,998 0,881 1,12 0,845 0,98
0,697 0,999 0,811 1,258 0,809 1,04

Fonte: Elaboracédo prépria

Tabela A6 - Dados referentes as UFC/mL (Log10) no estudo da formacéo de biofilme (C.
albicans e S. aureus), de acordo com os grupos avaliados (controle e 0,75%NC)

Biofilme (48 horas)

C. albicans S. aureus C. albicans + S. aureus (SDA) C. albicans + S. aureus (BHI)
CP Controle NC Controle NC Controle NC Controle NC
1 6,2 6,9 7,9 8,2 6,3 6,6 8,0 7,8
2 7.2 7.3 7,7 8,3 6,3 6,5 7,9 8,0
4 7,0 7,2 7,9 8,2 6,4 6,5 8,1 7.9
5 7,4 6,9 7,7 7,2 6,7 6,6 8,3 8,1
6 6,9 6,9 7.4 7,8 6,5 6,6 8,2 8.3
7 6,7 6,9 7,7 7,6 6,5 6,5 8.1 8,1
8 7,0 6,4 7,8 7,8 6,2 6,6 7,7 8,2
9 6,9 6,7 7,9 8,1 6,2 6,3 7,8 8,0

Fonte: Elaboracéo propria



ANEXO A
RESULTADOS PARCIAIS AUXILIO REGULAR 2017/26512-9

1- DUREZA SUPERFICIAL VICKERS

Tabela Al - Sumario da analise de variancia para avaliacdo das diferentes concentracdes de

NC, e suas interacdes sobre a dureza (Kgf/mm?) da resina Onda-Cryl®.
Efeito

SQ gl QM P
Grupos
663,765 4 165,941 0,000%*
Residuo
38,513 45 0,856
Total
702,277 49
* Significante (P < 0,05).

Fonte: Grupo de pesquisa da Prétese Total (Proft Dr2 Ana Carolina Pero)

Figura Al - Valores médios e desvios-padrdo da dureza superficial (Kg/mm?) para os grupos avaliados

da resina Onda-Cryl®. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (Teste de Anova
One-Way, Games Howell, p< 0,05)
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Fonte: Grupo de pesquisa da Protese Total (Prof® Dr2 Ana Carolina Pero)
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2- ESTABILIDADE DE COR
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Tabela A2 - Sumario da analise de variancia para avaliacdo das diferentes concentragcdes de NC, e suas

interacGes sobre a estabilidade de cor (AE) da resina Onda-Cryl®

Efeito SQ gl QM P
Grupos 21,492 3 7,164 0,267*
Residuo 188,101 36 5,225

Total 209,593 39

* Significante (P < 0,05).

Fonte: Grupo de pesquisa da Protese Total (Prof® Dr2 Ana Carolina Pero)

Os parametros médios de avaliacdo de cor (L*a*b*), médias e desvios padrdo de
variagdoes de cor AE e valores transformados em unidades NBS para a resina Onda-Cryl®

podem ser observados na Tabela 3.

Tabela A3- Parametros médios de avaliacdo de cor (L*a*b*), médias e desvios padrdo de variacbes de

cor AE e valores transformados em unidades NBS, de acordo com o grupo para a resina Onda-Cryl®

Grupo L* a* b* AE NBS
0 (controle) 43,496 11,2875 4,966 ---

0,25% NC 41,661 11,8215 5,9225 3,62 (£3,16) A 3,33
0,5% NC 41,849 12,0765 6,332 2,18 (x2,33) A 2,01
0,75% NC 40,9205 11,085 5,4805 2,21 (£1,54) A 2,04
1% NC 40,9375 10,981 5,7815 1,65 (£1,77) A 151

* Letras mailsculas iguais representam semelhanga estatistica entre os grupos (Anova One-way,
a>0,05).
Fonte: Grupo de pesquisa da Prétese Total (Prof® Dr2 Ana Carolina Pero)

3- RESISTENCIA A FLEXAO

Na Tabela 4 pode-se observar a estatistica descritiva para a resina OC. Quanto a analise
de varidncia da Tabela 5 observa-se que os fatores de variagdo estudados (diferentes
concentracdes de NC) exerceram influéncia sobre os resultados do ensaio para a resina OC

(P=0,022). Na Figura 2 é possivel observar que a concentracdo 1% de NC diminuiu
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significantemente a resisténcia a flexdo e os demais grupos apresentaram-se semelhantes ao

controle.

Tabela A4— Estatistica descritiva da resisténcia a flexdo (MPa) para resina Onda-Cryl®

Intervalo de confianca de 95% para média

Grupos Meédia Desvio Padrdo Erro Padréo L . o ) Minimo Maximo
Limite inferior Limite superior

Controle 85,5302 11,26966 6,50654 57,5348 113,5256 72,98 94,78
0,25% 66,4015 6,30759 3,64169 50,7325 82,0704 60,24 72,84
0,50% 62,1493 8,98184 5,18567 39,8372 84,4614 53,32 71,27
0,75% 65,1286 3,60637 2,08214 55,1699 73,0873 60,53 67,74
1% 57,6369 10,43995 6,02751 31,7026 83,5712 50,82 69,66
Total 67,1693 12,32883 3,18329 60,3418 73,9968 50,82 94,78

Fonte: Grupo de pesquisa da Protese Total (Proft Dr2 Ana Carolina Pero)

Tabela A5 - Sumario da analise de variancia para avaliacdo das diferentes concentragdes de NC, e suas

interacOes sobre a resisténcia a flexdo (MPa) da resina Onda-Cryl®

Efeito SQ Gl QM P
Grupos
1389,076 4 347,269 0,022*
Residuo
738,926 10 73,893
Total
2128,002 14

* Significante (P < 0,05).
Fonte: Grupo de pesquisa da Protese Total (Prof® Dr2 Ana Carolina Pero)

Figura A2. Valores médios e desvios-padrdo da resisténcia a flexdo (MPa) para os grupos avaliados da resina
Onda-Cryl®. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (Teste de Anova One-Way, pos-teste
de Bonferroni, p<=0.022).
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Fonte: Grupo de pesquisa da Protese Total (Prof® Dr2 Ana Carolina Pero)
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CONCLUSAO

1- Houve aumento significativo da dureza Vickers da resina acrilica polimerizada por
micro-ondas Onda-Cryl® ap0s a incorporacao de NC nas concentragdes de 0,75% e 1%.

2- A estabilidade de cor para a resina Onda-Cryl® encontrou-se dentro dos parametros
aceitaveis clinicamente (AE<3,3) nas concentracdes de NC de 0,5%, 0,75% e 1%.

3- A resisténcia flexural foi estatisticamente semelhante ao grupo controle até a

concentracéo de 0,75%.
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ANEXO C - FLUXOGRAMA DE DISTRIBUICAO DOS CORPOS DE PROVA

Total CPs
N=240

C. Albicans
n=36

S. Aureus
n=36

Controle
n=120

Misto
n=36

Confocal
n=12

C. Albicans
n=36

S. Aureus
n=36

NC0,75%
n=120

Misto
n=36

Confocal
n=12

Adesdo
n=18

Biof. 48h
n=18

Ades3o
n=18

Biof. 48h
n=18

Adesio
n=18

Biof. 48h
n=18

UFC n=9

XTT n=9

UFC n=9

XTT n=9

UFC n=9

XTT n=9

UFC n=9

XTT n=9

UFC n=9

XTT n=9

UFC n=9

XTT n=9
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