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Amaya Arbeldez MI. Efeito da imersdo em solugdes desinfetantes na capacidade de
formacao de biofilme de C.albicans e caracteristicas topograficas de uma resina acrilica
para base de protese e um reembasador [Dissertacio de Mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016.

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade de formacdo de biofilme de
Candida albicans sobre resinas acrilicas para base (Vipi Wave) e reembasamento
(Tokuyama Rebase Fast II) de proteses, apds imersao didria por periodos de até 6 meses
em solucdes desinfetantes. Foram confeccionados 360 corpos de prova circulares de
cada resina acrilica usando uma matriz metélica (14 x 1,2 mm). As amostras foram
imersas overnight durante 0, 1, 3, e 6 meses em 5 solucdes desinfetantes: hipoclorito de
sodio 0,5%, perborato de sédio 3,8%, digluconato de clorexidina 2%, vinagre de maga
puro (Minhoto®) e agua destilada (grupo controle). Apds os diferentes periodos de
imersdo, um biofilme maduro de 48h de C. albicans (cepa ATCC 90028) foi formado
sobre os corpos de prova. A capacidade de formagdo deste biofilme foi analisada
utilizando o método de contagem de coldnias (UFC/mL) e o ensaio de viabilidade
celular Alamar Blue®. Para todos os grupos experimentais, imagens foram obtidas a
partir de microscopia eletronica de varredura (MEV) para avaliacdo das caracteristicas
topograficas das resinas apos a imersao nos diferentes tempos. Todas os experimentos
foram realizados em trés ocasides independentes. Andlise de variancia de trés fatores
(ANOVA) foi utilizada para avaliar o metabolismo celular (ensaio Alamar Blue®) e os
valores de UFC/mL obtidos a partir da formag¢do do biofilme de C. albicans. Foi
adotado o nivel de significancia de 5%. Os resultados de Alamar Blue® mostraram um
efeito significativo no tempo de armazenamento (p <0,001). O teste de Tukey
identificou que a média inicial (tempo zero) dos valores de fluorescéncia foi mais
elevada do que a média em qualquer tempo de armazenamento, sendo estes equivalentes
uns aos outros. Em relacdo ao UFC/mL, a analise de variancia ndo mostrou diferenca
significativa entre os grupos. Os resultados mostraram também que as duas resinas
acrilicas tiveram o mesmo comportamento em relagdo a capacidade de formagdo do
biofilme apds imersdo em diferentes solugdes. A partir da andlise das imagens do MEV,
foi possivel observar alteracao superficial, de ambas as resinas, de acordo com o tempo,
apos a imersdo em todas as solugdes. Pode-se concluir que o tipo de solucdo
desinfetante e a imersdo didria (overnight) por periodo prolongado influenciaram o
metabolismo celular do biofilme de C. albicans.

Palavras-chave: Biofilmes. Resinas acrilicas. Reembasadores de dentadura.
Desinfetantes.



Amaya Arbeldez MI. Effect of immersion in disinfectant solutions in C.albicans biofilm
formation and topographic characteristics of acrylic denture base resin and one hard
reline [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2016.

ABSTRACT

The purpose of this study was to investigate the effect long-term of daily chemical
disinfection on the topographic and Candida albicans biofilm formation on denture
base and reline acrylic resins. Circular specimens (360 of each resin) were fabricated
from denture base (Vipi Wave) and reline (Tokuyama Rebase Fast II) acrylic resins (14
x 1,2 mm) and immersed overnight during 0, 1, 3, and 6 months in 5 different solutions:
0,5% sodium hypochlorite, 3,8% sodium perborate, 2%chlorhexidine gluconate,
Minhoto® apple vinegar, containing 4%maleic acid; and distilled water. After
immersion, C. albicans (ATCC 90028) biofilm (48 hours) was formed on specimens
surface. The surface topographic and biofilm formation were evaluated at 0, 1, 3, and 6
months. The biofilm formation of C. albicans was evaluated using CFU/mL method and
Alamar Blue® assay (cell metabolism) and the surface topographic was evaluated using
Scanning Electron Microscope (SEM). All experiments were performed in triplicate on
three independent occasions and three-way ANOVA and Tukey test were used to assess
the cell metabolism and CFU/mL logarithms obtained from C. albicans biofilm
formation. A 5% significance level was adopted. The results of cell metabolism
(Alamar Blue® assay) showed significant effect of storage time (p <0.001) on
fluorescence values. The Tukey test indicated that the initial time (zero time) showed
the highest values of fluorescence. Regarding CFU/mL logarithms, analysis of variance
does not show significant difference between groups. The results showed also that the
two resins acrylic evaluated have similar behavior in respect to biofilm formation after
immersion in different solutions. From the SEM image analysis, it was possible to
observe surface changes, of both resins, according to immersion time, in all solutions. It
can be concluded that the type of disinfectant solution and daily storage (overnight)
over prolonged periods of time affect the C. albicans cell metabolism of biofilm.

Keywords: Biofilms. Acrylic resins. Relines. Disinfectants.



1 INTRODUCAO

As proteses removiveis parciais ou totais sdo confeccionadas com resinas
acrilicas, as quais sdo compostas pela mistura de um polimero, contendo peroxido de
benzoila e um mondmero, geralmente o metacrilato de metila. O peroxido de benzoila
pode ser ativado por substincias quimicas incorporadas ao monomero, pela luz, calor,
por meio de micro-ondas, banho de agua quente ou calor a seco em estufa. Os
reembasadores sdo resinas especialmente formuladas para o reembasamento direto das
proteses. Uma vez que os materiais reembasadores estdo em contato direto com a
fibromucosa que reveste o rebordo residual, suas propriedades mecanicas, fisicas e
biologicas devem ser similares as das resinas termopolimerizaveis empregadas na
confeccao de bases de proteses. Porém, as variagdes na composi¢do quimica e na pureza
dos sistemas de resinas comerciais, o grau de conversdo de seus mondmeros € as
variaveis de manipulagdo podem influenciar nas propriedades bioldgicas e fisicas das
resinas acrilicas de base ou reembasamento de proteses, podendo aumentar as
irregularidades superficiais dos materiais'>. As irregularidades na superficie das
proteses atuam como um reservatorio de micro-organismos, os quais podem penetrar e
sobreviver a uma profundidade que varia de 1,0 a 2,0 um'®, favorecendo o
desenvolvimento de doengas como a estomatite protética.

A estomatite protética ¢ uma lesdo inflamatodria eritematosa da mucosa, que
ocorre em pacientes usudrios de proteses. Apesar da etiologia multifatorial, a
contaminac¢do por espécies do tipo Candida spp. parece ser o fator primordial para o
inicio e propagacio da doenga®'. Esses micro-organismos tem a capacidade de colonizar
e se aderir em ambos, tecidos orais e resinas acrilicas, além de ter a habilidade de co-
agregar bactérias da cavidade oral, formando uma estrutura complexa, coberta por
matriz extracelular, denominadas biofilme® '>. Os biofilmes sdo capazes de tolerar
elevadas concentragdes de drogas antifiingicas e podem apresentar resisténcia a diversos
tipos de medicamentos®. Por esse aspecto, o tratamento da estomatite protética tem sido
um desafio na pratica clinica devido a sua alta prevaléncia e incidéncia e ao elevado
niumero de casos clinicos relatados como recorrentes apds o tratamento com
antifungicos™.

Para diminuir a recorréncia e prevenir novos casos de estomatite protética,
diferentes técnicas de desinfeccdo das proteses tém sido propostas na literatura. O

protocolo de desinfeccdo que associa a limpeza mecanica (escovagdo) € a imersao em



solugdes desinfetantes (desinfeccdo quimica) tem sido indicado, pois diminui a

58,76
76 Neste

formagdo de biofilmes microbianos e mantem a integridade das proteses
contexto, as pessoas idosas ou com deficiéncias motoras, cuja destreza manual pode ser
limitada, muitas vezes preferem o uso de solucdes desinfetantes para higienizar suas
proteses, sendo uma alternativa a escovagio mecanica’.

Uma variedade de produtos de limpeza e desinfeccdo de proteses com
propriedades antimicrobianas estdo disponiveis no mercado. Entre os produtos mais
utilizados estdo as solucdes desinfetantes. O hipoclorito de sodio, digluconato de
clorexidina e perborato de sdédio foram consideradas solugdes efetivas contra
colonizagdo de C. albicans em tempos de imersdo de 10 minutos'®. O vinagre de maca
apresentou atividade fungicida contra espécies de C. albicans apds 120 minutos de
imersio na concentragio de 10 mg/mL*. Os desinfetantes deveriam ser eficazes contra
micro-organismos sem causar efeitos prejudiciais sobre as propriedades fisicas e
mecanicas dos materiais utilizados para confec¢do ou reembasamento de proteses. Mota
et al.*’ (2014) observaram que o vinagre de maga foi capaz de prevenir a adesdo desses
micro-organismos sobre amostras de resinas acrilicas sem causar alteragdo de cor e de
rugosidade apdés duas horas de imersdo na solugcdo. O hipoclorito possui agdo
antifungica contra espécies de Candida spp em curtos periodos de imersdo'™ ' .
Porém, em temperaturas mais elevadas, a solu¢do pode causar o clareamento da resina'”
#.95 " Além disso, elevada concentragdo do hipoclorito de sodio e aumento do tempo de
imersdo da resina acrilica nesta solu¢do podem diminuir a resisténcia a flexdo do
material™. Devido seu poder corrosivo, a superficie da resina acrilica pode apresentar
mais porosidade pela imersdo em hipoclorito de sodio e a dureza pode ser diminuida®.
O perborato de sodio apresenta uma fungdo efervescente que promove a remocao
mecanica de detritos da protese através da liberagdo de oxigénio na reagdo do perborato
ou bicarbonato de sdédio com a agua. Como desinfetante, foi capaz de reduzir a
quantidade de espécies de C. albicans apos tempos de imersdo de 60 minutos. Porém,
ndo foi considerado um antifingico, uma vez que sua acdo ¢ reduzida quando

15, 29 .
* <7, Os desinfetantes com base em

comparado com outras solugdes desinfetantes
peroxido de solu¢do fortemente alcalina e com alto nivel de oxigenagdo podem
dissolver componentes da matriz ou provocar absorgdo de agua ou saliva®’, resultando
em aumento da rugosidade superficial e diminui¢do da dureza' *°. A clorexidina é
atualmente considerada solucdo desinfetante padrdo e ¢ a substincia mais

extensivamente pesquisada na darea odontoldgica em funcdo das suas propriedades



s . 15, 29
antimicrobianas >’

. Porém, os efeitos da imersdo sobre as propriedades fisicas e
mecanicas das resinas acrilicas para bases de proteses sdo ainda contraditorios. Pinto et
al.®? (2010) e da Silva et al."® (2008) encontraram alteracdes na rugosidade da superficie
de resinas acrilicas para base e reembasamento apos periodos de imersdo entre 10 e 60
minutos em clorexidina 4%. Por outro lado outros autores como Azevedo et al.' (2006)
e Machado et al.*’ (2012) ndo acharam alteragdes na rugosidade superficial de resinas
acrilicas para base e reembasamento ap6s periodos de até 7 dias de imersdo em solucdes
de clorexidina a 4% e 2%.

Panariello et al.” (2014) e Fernandes et al.”> (2010) avaliaram as
propriedades fisicas e mecanicas das resinas acrilicas apos imersdao em diferentes
solucdes desinfetantes e observaram eficacia dessas solugdes na capacidade de inibir a
formagdo dos biofilmes. Porém, nesses estudos, as propriedades foram avaliadas apods

, . ~ . 30
curtos periodos de imersdo. Somente Izumida et al.

(2014) avaliaram o efeito de
diferentes desinfetantes sobre a rugosidade e capacidade de formagdo do biofilme de C.
albicans sobre uma resina acrilica para reembasamento de proteses em diferentes
tempos durante um ano. Os resultados mostraram que os valores de rugosidade variaram
de 0,31 a 0,69 um para todos os grupos avaliados e nenhuma diferenca foi encontrada
em relacdo a capacidade de formagdo de biofilme de C. albicans. Porém, no estudo
acima referido, as amostras ficaram imersas nas solugdes desinfetantes durante 190
minutos por dia.

A capacidade de formacao de biofilme de C. albicans sobre resinas acrilicas
apos imersdo diaria (overnight), a longo prazo, em diferentes solu¢des desinfetantes
deveria ser avaliada, uma vez que o efeito cumulativo das solu¢des pode causar
alteracdes irreversiveis na estrutura do polimero, aumentando a rugosidade do material
e favorecendo o acimulo de micro-organismos. Portanto, o objetivo deste estudo foi
investigar o efeito da desinfeccdo quimica didria (overnight), a longo prazo, na
formagdo do biofilme de C. albicans e na topografia de resinas acrilicas para base e

reembasamento de proteses.
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7 CONCLUSAO

Dentro das limitagdes deste estudo, pode-se concluir que:

1. O tipo de solucdo desinfetante e o armazenagem durante periodos
prolongados de tempo ndo afetaram a capacidade de formacdo de um biofilme de C.
albicans;

2. As resinas acrilicas utilizadas tiveram o mesmo comportamento em
relacdo a capacidade de formagao de biofilme de C. albicans em todos os periodos de
armazenamento;

3. A partir da andlise das imagens do MEV, foi possivel observar alteragao
superficial, de ambas as resinas, de acordo com o tempo, apos a imersdo em todas as

solucgdes.
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