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RESUMO

A proposta desse trabalho foi verificar através de microscopia confocal de varredura
a laser, se a utilizacdo de uma resina fotopolimerizvel de baixa viscosidade (Biscover®) e do
etil-cianoacrilato (Super Bonder®) seriam eficientes em prevenir ou reduzir a formacdo de
biofilme de Candida albicans. Cinglienta e seis corpos de prova em resina acrilica para
reembasamento (New Truliner) foram divididos aleatoriamente em 7 grupos: G1 (C)-
Controle; G2 (SBAE)- Recebeu uma camada de Super Bonder® em sua superficie antes de
esterilizar; G3 (SBDE)- Recebeu uma camada de Super Bonder® em sua superficie depois de
esterilizar; G4 (SB3G)- 3 gotas de Super Bonder® incorporadas na resina; G5 (SB4G)- 4
gotas de Super Bonder® incorporadas na resina; G6 (BCDE)- Recebeu uma camada de
Biscover® em sua superficie depois de esterilizar e G7 (BCAE) — Recebeu uma camada de
Biscover® em sua superficie antes de esterilizar. Todos os corpos de prova foram inoculados
com Candida albicans para formagdo de biofilme. Os biofilmes remanescentes sobre os
corpos de prova foram corados através dos fluorocromos SYTO-9 e iodeto de propideo para
analise no microscopio confocal. Atraves da andlise das imagens geradas pelo microscopio
confocal, p6de-se observar que nos grupos G2(SBAE) e G3(SBDE) os campos apresentaram
um reduzido numero de células fangicas e a maioria se encontrava na forma de levedura
(in6cua), enquanto que, para 0s demais grupos, além de observado um elevado nimero de
células, a maioria destas se apresentava em forma de hifa (patogénica). Desse modo, a partir
das condigdes experimentais desse estudo pode-se concluir que as modificagdes do material
testado com a Super Bonder® aplicada em sua superficie podem ser uma abordagem

potencialmente Gtil para reduzir ou controlar a formacéo do biofilme em resinas acrilicas.

Palavras-chave’: Estomatite sob Protese; Reembasadores de Dentadura; Candida albicans;
Microscopia confocal; cianoacrilatos



ABSTRACT

The purpose of this study was to verify, using the confocal laser scanning
microscopy (CLSM), if the use of a photoactivated resin of low viscosity (Biscover®) and a
ethyl-cyanoacrylate (Super Bonder®) could be efficient in the prevention or reduction of
Candida albicans biofilms. Fifty six reline resin specimens (New Truliner) were fabricated
and randomly divided into 7 groups: G1 (C)- Control; G2 (SBAE)- a Super Bonder® layer
was applied on the surface before sterilization; G3 (SBDE)- the surface received a Super
Bonder® layer after sterilization; G4 (SB3G)- 3 drops of Super Bonder® were incorporated
in the structure of the resin; G5 (SB4G)- 4 drops of Super Bonder® were incorporated in the
structure of the resin; G6 (BCDE)- a Biscover® layer was applied on the surface after
sterilization; G7 (BCAE) — the surface received a Biscover® layer before sterilization. All the
specimens were inoculated with Candida albicans for biofilm dvelopment. The remaining
biofilms on the specimens were stained with fluorochromes SYTO-9 and propidium iodide to
be analyzed by CLSM. Analyzing the images produced by CLSM it was possible to see that
groups G2(SBAE) e G3(SBDE) showed a reduced number of cells, and they were in a less
phatogenetic form (Yeast), while the other groups showed a high number of cells in a more
pathogenetic form (Hyphae). Considering the experimental conditions of this study we can
conclude that the material modifications done with Super Bonder® on the surface could be an

interesting way to prevent or control biofilm formation on acrylic resin.

Key-words: Denture Stomatitis; Denture Liners; Candida albicans; confocal microscopy;

Cyanoacrylates.
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1 INTRODUCAO E SINTESE BIBLIOGRAFICA

Apesar de toda a preocupacdo dos cirurgides dentistas em manter a salde oral dos
pacientes atraves da preservacdo dos dentes remanescentes e das diversas técnicas
restauradoras existentes na Odontologia, ainda é elevado o nimero de usuérios de proteses
totais removiveis. Esses aparelhos constituem-se de dentes artificiais de resina acrilica, 0s

quais séo fixados a uma base do mesmo material.

A limpeza da protese total € geralmente pobre e parece ser negligenciada tanto pelos
pacientes quanto pelos dentistas, ja que freqlientemente ambos desconhecem um protocolo
bem definido de limpeza e desinfeccéo. Esse fato € preocupante, pois a protese total apresenta
uma superficie externa polida mecanicamente e outra interna irregular e que ndo recebe
polimento, ambas expostas ao meio bucal e propensas ao acimulo de alimentos e adeséo de
microorganismos (LINN et al., 1999). Alguns estudos observaram que as areas irregulares e
rugosas das proteses totais acumulam mais biofilme e, por isso, os pacientes precisam dispor
de uma maior atengdo durante a higienizacdo dessas areas (KENG; LIM, 1996; PARANHOS
et al., 2007; VERRAN; MARYAN, 1997). Além disso, a superficie da protese geralmente
apresenta microporosidades que facilitam o acumulo de microorganismos dificeis de serem
removidos através de métodos mecanicos (BAYSAN; WHILEY; WRIGHT, 1998; BUDTZ-
JORGENSEN, 1979).

Vale ressaltar que a grande maioria dos usuarios de préteses totais sdo pessoas idosas
que podem ter a qualidade da sua higiene comprometida devido & diminuicdo da sua atencéo
e coordenacdo motora. Nesses casos a superficie interna da protese é considerada uma &rea
critica para o desenvolvimento de processos patoldgicos, por estar em intimo contato com 0s
tecidos de suporte e sua topografia promover um aumento da area e nichos de retengdo que

favorecem a aderéncia de microorganismos e a formacéo de biofilme (SHAY, 2002).

Assim, atencdo deve ser dada a importancia do controle do biofilme sobre a prétese
total (NIKAWA; HAMADA; YAMAMOTO, 1998; RADFORD, 1999).
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1.1 Candida albicans

O fungo do género Candida pode ser encontrado em aproximadamente 25 a 50% dos
individuos saudaveis (AKPAN; MORGAN, 2002; EGGIMANN; GARBINO; PITTET, 2003)
como um organismo comensal, ndo causando danos aparentes nem induzindo inflamagdo nos
tecidos adjacentes (AKPAN; MORGAN, 2002; DONGARI-BAGTZOGLOU; FIDEL, 2005;
EGGIMANN; GARBINO; PITTET, 2003). Contudo, sob certas condi¢des predisponentes, o
fungo pode multiplicar-se, tornando-se patogénico, e penetrar nos tecidos do hospedeiro
causando inflamacdo e destruicdo tecidual (DONGARI-BAGTZOGLOU; FIDEL, 2005;
HUBE, 2004; KOZIOL-MONTEWKA et al., 2006)

Mais de 200 espécies de Candida ja foram descritas, mas somente 10% estdo
relacionadas a doengas nos seres humanos (EGGIMANN; GARBINO; PITTET, 2003). As
espécies mais comuns sdo C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. pseudotropicalis, C.
guillierimondii, C. Krusei (AKPAN; MORGAN, 2002; FARAH; ASHMAN;
CHALLACOMBE, 2000), C. lusitaniae, C. parapsilosis e C. stellatoidea (AKPAN;
MORGAN, 2002.)

A C. albicans pode ser classificada como um fungo assexual dipléide, (RADFORD;
CHALLACOMBE; WALTER, 1999) de forma arredondada ou ovalada, de 3 a 5um, Gram
positivo e com metabolismo principalmente aerébio (URENA, 1995). Pode-se apresentar na
fase de levedura (in6cua) ou na fase de hifa ou micelial (patogénica) (BUNETEL;
BONNAURE-MALLET, 1996; ROGERS; BALISH, 1980).

1.2 Estomatite por protese total

A estomatite por protese total (EP) é definida como um processo inflamatdrio da
mucosa oral associado & utilizagdo de prdtese total removivel. A etiologia da estomatite por
protese total mostra-se extremamente variavel, conceitualmente classificada como uma
doenca multifatorial, podendo estar associada ao uso da protese, & microbiota, as condicdes
sistémicas do hospedeiro e a presenca do fungo C. albicans. Entre esses fatores, a maioria
dos estudos afirma que a presenca desse fungo na saliva, na mucosa bucal e/ou na superficie

interna da prétese removivel representa o principal agente etioldgico para essa patologia
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(ARENDORF; WALKER, 1987; NIKAWA; HAMADA; YAMAMOTO, 1998; BARBEAU
et al., 2003; BUDTZ-JORGENSEN, 1970; CEBALLOS; GONZALEZ-MOLES; URQUIA,
1990; FOTOS; HELLSTEIN, 1992; OLSEN, 1974, CAMPOS et al., 2008; ZISSIS;
YANNIKAKIS; HARRISON, 2006).

A literatura reporta uma grande variedade de terminologias para se referir a esta
doenca: estomatite por dentadura ou estomatite protética (CROCKETT; O’GRADY; READE,
1992; KULAK-OZKAN; KAZAZOGLU; ARIKAN, 2002), candidiase eritematosa
(CROCKETT; O’GRADY; READE, 1992), boca irritada por dentadura (BUDTZ-
JORGENSEN, 1978), estomatite por dentadura associada a Candida (MAZA et al., 2002),
estomatite induzida por dentadura (NIKAWA; HAMADA; YAMAMOTO, 1998), candidose
oral associada ao uso de dentadura (BUDTZ-JORGENSEN et al., 2000); candidiase atrofica
cronica (BUDTZ-JORGENSEN, 1978) e estomatite relacionada a dentadura (BARBEAU et
al., 2003). Entretanto, optamos por utilizar o termo estomatite por protese total por ser 0 mais
utilizado (ARENDORF; WALKER, 1987).

1.3 Formacéo do biofilme sobre a protese total

O biofilme microbiano presente nas proteses com base de resina acrilica é
considerado um biofilme complexo, formado por leveduras, bactérias e células epiteliais
descamativas (SATO et al., 1997). As formas mais comuns de bactérias isoladas de biofilmes
presentes nas proteses sdo os bacilos e os cocos, especialmente as espécies de Streptococcus,
Staphylococcus, Neisseria, Lactobacillus e Actinomyces (BAENA-MONROY et al., 2005;
SATO et al., 1997). Tem sido sugerido que na EP as bactérias possivelmente favorecem a
adesdo de blastoporos (comensais) as superficies internas das proteses por coagregacdo
(SATO et al., 1997), o que é ainda mais significativo na presenca de dieta rica em
carboidratos (NIKAWA, 1997).

A semelhanca de outros microorganismos presentes na cavidade bucal, a C. albicans
possui a habilidade de adesdo as resinas das proteses totais, quer seja diretamente ou através

de uma camada intermediaria formada por placa bacteriana (CHANDRA et al., 2001a).

Apobs a adesdo a superficie, inicia-se o processo de formagdo do biofilme. Em
contraste & vasta descri¢do dos biofilmes bacterianos, pouca atengdo era dada aos biofilmes

formados exclusivamente por fungos. Porém, devido as respostas inflamatorias que podem
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ocorrer nas mucosas bucais, decorrente do contato com as prdteses totais, essa estrutura
complexa tornou-se alvo de interesse de diversos autores (CHANDRA et al., 2001 ga;
CHANDRA; ZHOU; GHANNOUM, 2005; DONLAN; COSTERTON, 2002; HAWSER;
DOUGLAS, 1994; KUHN et al., 2002).

Os biofilmes sdo definidos como uma comunidade seéssil caracterizada por células
que formam microcol6nias e que estdo irreversivelmente aderidas a um substrato, a uma
interface, ou ainda uma as outras, embebidas numa complexa matriz extracelular de
substancias poliméricas, exibindo um fendtipo alterado no que diz respeito & taxa de
crescimento microbiano e a transcricdo genética (DONLAN; COSTERTON, 2002). Os
biofilmes representam o tipo de crescimento microbiano predominante na natureza e sdo
cruciais no desenvolvimento de infecgbes, uma vez que servem de nicho aos agentes
patogénicos e estdo associados a altos niveis de resisténcia a agentes antimicrobianos
(DONLAN, 2001; KUHN et al., 2002).

1.4 Fatores relacionados a adeséo e penetragdo da C. albicans

Uma vez na boca, bactérias e fungos do biofilme microbiano, dentre elas a C.
albicans encontram diversos locais de adesdo como as células epiteliais da mucosa, da lingua,
ou as superficies dos dentes, das proteses fixas e/ou removiveis e de outros microorganismos
que j& colonizam essas superficies, promovendo ancoragem para hifas e permitindo seu

crescimento através do tecido epitelial (VITKOV et al., 2002).

A adesdo desse fungo a superficie de células epiteliais mucosas ou superficies inertes
é um evento primario necessario para a sua colonizacdo e desenvolvimento da patogénese
(BURFORD-MASON; WEBER; WILLOUGHBY, 1988; NIKAWA, et al., 1991). Para
iniciar a doenca, a C. albicans deve aderir as células epiteliais da mucosa bucal e,
subsequentemente, o fungo invade e destrdi essas células (FARAH; ASHMAN;
CHALLACOMBE, 2000).

A C. albicans é um patdgeno versatil e bem adaptado. O dimorfismo representa a
habilidade desse fungo de se desenvolver em diferentes formas morfoldgicas: leveduras e
filamentosas (hifas ou pseudohifas). Essa ultima forma é a mais virulenta e invasiva devido a
capacidade de aderir ao tecido epitelial e penetrar nas células do hospedeiro (HOWLETT,;
SQUIER, 1980; VITKOV et al., 2002).
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1.5 Controle do biofilme sobre a protese total

De acordo com Budtz-Jorgensen (1990), o tratamento para a estomatite protética
deveria envolver cuidados com a higiene das proteses, remogdo das mesmas da cavidade
bucal durante a noite, imersdo em clorexidina e terapia antifungica topica com nistatina,
anfotericina B ou miconazol. A terapia com antiflngico sistémico (fluconazol) deveria ser

indicada apenas para 0s pacientes com imunossupressao.

Apesar da importancia de uma higiene apropriada da protese total, diversas pesquisas
indicam que a maioria da populacdo usuéria dessas proteses falha em manté-las limpas
(BUDTZ-JORGENSEN; STENDERUP; GRABOWSKI, 1975; COLLIS; STAFFORD, 1994;
HOAD-REDDICK; GRANT; GRIFFITHS, 1990). A efetividade da escovagdo,
isoladamente, ndo € eficiente (CHAN et al., 1991; KULAK; ARIKAN; KAZAZOGLU,
1997). Provavelmente a remogéo mecénica dos microorganismos pela escovacao € dificultada
pelas irregularidades e porosidades presentes na resina acrilica (CHAU et al., 1995;
DAVENPORT, 1972; KULAK; ARIKAN; KAZAZOGLU, 1997). Outro fator agravante é
que os pacientes idosos freqlientemente apresentam capacidade visual reduzida e destreza
manual limitada, o que resulta em uma higienizacdo menos eficiente (BUDTZ-JORGENSEN,
1974; HOAD-REDDICK; GRANT; GRIFFITHS, 1990).

1.6 Cianoacrilatos

Os estudos mostram a utilizacdo de polidores liquidos em diversos tipos de
restauracdes e inclusive em proteses totais, no entanto, além do custo elevado esses materiais
possuem algumas limitagdes, nem sempre apresentando o comportamento desejado e relatado
pelo fabricante. Encontrar um material de cobertura apropriado é de grande importancia
clinica. Portanto, os adesivos a base de cianoacrilato sdo produtos que poderiam ser testados

como polidores liquidos e agir no controle do biofilme.

Os alquil-2-cianoacrilatos foram primeiramente sintetizados em 1949 por Ardis, mas
somente em 1959 suas propriedades adesivas foram relatadas por Coover. Os cianoacrilatos
sd0 substancias liquidas (mondmeros), de baixa viscosidade, incolores e derivados do &cido

cianoacrilico, apresentando a formula geral CH,=CH-COOR, de forma que o R pode
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representar um radical metil (R=CH3), etil (R=C2H5), butil e isobutil (R=C4H9) e octil-
cianoacrilato (R=C8H17) (TORIUMI et al, 1990). Os cianoacrilatos polimerizam em poucos
segundos, quando entram em contato com a agua, ar e superficies, tais como: endotélio,
mucosa, pele, sangue e 0sso, degradando-se em cianoacetato e formaldeido, com uma ligeira
reacdo exotérmica. Por serem de forma liquida, possuem a habilidade de penetrar em
superficies irregulares dos tecidos, promovendo uma forte adesdo (WEBER; CHAPMAN,
1984).

Os cianoacrilatos tém sido utilizados na medicina e odontologia por varios anos. Tém
sido aplicados em suturas (BOCCA et al., 1999; BORBA et al., 2000; COOPER; PAIGE,
2006; NASCIMENTO et al., 1996; SANTOS et al, 1990), capeamentos pulpares
(BHASKAR et al., 1972), como material retrobturador para cirurgias endododnticas
(AZEVEDO; MARQUES; BOMBANA, 2003; DOURADO ET al., 2005), como materiais
adesivos no fechamento de retalhos gengivais, em laceragbes mucosas e cutaneas
(DOURADO et al.,, 2005), selamento de canais radiculares, reducdo da sensibilidade
dentinaria e do cemento (HEROD,1950) e como coadjuvante do isolamento absoluto.
(ARAUJO et al.,2003; ROAHEN; LENTO,1992)

1.7 Técnicas empregadas na anélise de biofilmes

Tradicionalmente, a microscopia eletronica de varredura (MEV) tem sido o método
de escolha para andlise dos biofilmes devido a sua alta resolugdo. Essa técnica permite a
observacdo da presenca e da morfologia dos microorganismos, assim como da formagéo de
biofilme e das diferentes associacBes microbianas na superficie de materiais polimericos.
Além disso, possibilita a analise minuciosa dos microorganismos em biofilmes, como a
remocdo desses da superficie do material e alteracdes na sua morfologia. No entanto, essa
técnica requer, como pré-requisito, que o biofilme seja submetido aos processos de
desidratacdo e de fixacdo, portanto, esta ndo é apropriada para o estudo de caracteristicas
funcionais de microorganismos em biofilmes, como a viabilidade celular (WOOD et al.,
2000).

A microscopia de fluorescéncia tem se revelado um método mais sensivel na
caracterizacdo da viabilidade de microorganismos. A determinacdo da viabilidade por meio

desta técnica ocorre através do uso de marcadores fluorescentes, denominados fluorocromos,
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que possibilitam a avaliacdo de aspectos funcionais e estruturais das células. O fluoréforo € a
parte presente no fluorocromo responséavel pela producdo de fluorescéncia. A fluorescéncia
ocorre por um fenémeno onde elétrons do fluoréforo absorvem f6tons provindos de uma fonte
(lampada ou feixe laser) e passam de um estado fundamental de energia mais baixa para um
estado excitado de energia mais elevada. Nesse estado, o fluor6foro passa por uma mudanca
em sua conformagao e pode interagir com uma série de moléculas ao seu redor. Com isso, a
energia desse estado excitado é dissipada em forma de foton e o elétron retorna novamente
para o estado de menor energia. A técnica de microscopia de fluorescéncia consiste
justamente em captar este foton que é emitido e através dele gerar uma imagem (ALBERTS,
2004).

Entre as técnicas de microscopia de fluorescéncia, a microscopia confocal de
varredura a laser, associada a aplicagéo de fluorocromos especificos a amostra a ser analisada,
proporciona a analise de biofilmes sem o preparo dos espécimes, dispensando procedimentos
como a desidratacdo, a embebicdo e a fixagdo (ZAURA-ARITE; VAN MARLE; TEN CATE,
2001). Desse modo a arquitetura e organizacdo interna do biofilme sdo mantidas, além de
outras caracteristicas, como a espessura e a viabilidade celular (WOOD et al., 2000). Outra
vantagem do microscopio confocal para o estudo do biofilme é a sua capacidade de captar
imagens em diferentes profundidades de foco, facilitando a visualizagdo de espécimes
irregulares, densos e espessos de maneira tridimensional (KUBINOVA; JANACEK, 2001).

Quanto as técnicas de andlise da viabilidade das células fungicas, a identificacdo de
células viaveis através da contagem de unidades formadoras de coldnias (UFC) é demorada e
ndo relata com confianga a capacidade metabolica das células apresentando crescimento lento
ou no estado de ndo divisdo (MILLARD et al., 1997). Isso é fundamental, visto que diante de
alteragbes ambientais, microorganismos, entre eles a C. albicans, podem alterar seu estado
fisioldgico, interrompendo a divisdo celular, mas mantendo suas atividades metabolicas. Por
isso, a determinacdo da viabilidade microbiana deve abranger outros aspectos além da
proliferacdo celular (WEIGER et al., 2002). Métodos de contagem direta, 0s quais
tipicamente envolvem pigmentagédo vital com indicadores, tais como o azul de metileno ou o
sal de tretazolium, séo utilizados para acessar a atividade de oxi-reducéo dos fungos. Embora
essa andlise seja simples para ser realizada, ela demonstra ndo ser fidedigna em fungos,
devido ao fato de haver inconsisténcia na retencdo dos indicadores nessas células, assim como
o fato das superficies dessas células ndo serem especificas para esses indicadores (MILLARD
et al., 1997)
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2 OBJETIVOS

Esse trabalho se propds a avaliar se as modificacfes realizadas em resina acrilica
para reembasamento seriam eficientes na inibicdo ou reducdo da formacdo de biofilme de

Candida albicans sobre a resina modificada em fungéo de:

- aplicagdo de uma camada do adesivo etil-cianoacrilato (Super Bonder®) sobre a

superficie rugosa da resina acrilica
- incorporagdo do adesivo Super Bonder® no interior da resina acrilica

- aplicacdo de uma camada do polidor liquido (Biscover®) sobre a superficie rugosa

da resina acrilica.

Para essa analise foi utilizada a microscopia confocal de varredura a laser.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Confecgéo dos corpos de prova

Antes de explicar a maneira como o0s corpos de prova foram realizados, é importante
elucidar a diferenca nos grupos estudados. Ao todo foram realizados 7 grupos, cada um
contendo 8 corpos de prova (n=8). O grupo controle constituiu de corpos de prova sem
qualquer tipo de tratamento. Os grupos experimentais receberam a aplicacédo de uma camada
de Super Bonder®(Loctite, Henkel, Brasil), um adesivo a base de etil-cianoacrilato ou de
Biscover®(Bico, USA) em sua superficie rugosa. Esses grupos foram divididos da seguinte
maneira: Para cada material testado, um grupo recebeu a camada do material de cobertura
antes da esterilizacdo e o outro grupo ap6s. Baseado em um estudo piloto anterior, existiram
ainda os grupos que receberam tratamento através da incorporacdo da Super Bonder® na
resina acrilica, variando a quantidade de trés e quatro gotas. Dessa maneira, 0s grupos foram

assim divididos (Figural).

Grupo 1- controle/G1(C)

Grupo 2- Super Bonder® pincelada na superficie antes da esterilizacdo/ G2(SBAE)
Grupo 3- Super Bonder® pincelada na superficie depois da esterilizacdo/G3(SBDE)
Grupo 4- 3 gotas de Super Bonder® incorporadas na resina/G4(SB3G)

Grupo 5- 4 gotas de Super Bonder® incorporadas na resina/G5(SB4G)

Grupo 6- Biscover® pincelado na superficie depois de esterilizar/G6(BCDE)

Grupo 7- Biscover® pincelado na superficie antes de esterilizar/G7(BCAE)

Figura 1- Distribuicdo dos grupos de acordo com a modificacao realizada na resina acrilica

Para confeccdo dos corpos de prova foi utilizada uma matriz metélica de forma
retangular, medindo 30 x 5 x 5mm. Cada matriz, previamente vaselinada, foi preenchida com
a resina acrilica rosa autopolimerizdvel para reembasamento New Truliner (Bosworth
Company, USA), homogeneizada com o auxilio de uma espétula n°® 31 (SS White Art.
Dentérios LTDA, Rio de Janeiro, RJ) em recipiente de vidro (Paladon, Pr. Ind. E Comércio de
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produtos odontoldgicos, Floriandpolis, SC), utilizando-se a propor¢do recomendada pelo
fabricante. Vale ressaltar que, para os corpos de prova que tiveram a Super Bonder®
incorporada no interior da sua resina, essa incorporagdo ocorreu no momento da manipulagéo
po-liquido, variando a quantidade de 3 e 4 gotas. A resina acrilica foi inserida no interior da
matriz metalica na fase plastica e prensada entre duas placas de vidro (JON Com de produtos
odontoldgicos LTDA, Sao Paulo, SP) previamente isoladas com vaselina sélida (Hemafarma
Com. E Ind. Farmacéutica LTDA, Sdo Gongalo, RJ), sob peso de 5 Kg, por aproximadamente
15 minutos. Em seguida, o corpo de prova foi removido da matriz e os excessos foram
retirados com o auxilio de uma fresa de tungsténio (Edenta AG, Switzerland). As etapas

citadas acima estdo ilustradas a seguir na Figura 2.

Figura 2: Confecgdo dos corpos de prova. Matriz metalica utilizada (A). Resina acrilica para reembasamento
(New Truliner) (B). Preenchimento da matriz com a resina (C) .

3.2 Lixamento dos bastBes de resina acrilica, seccionamento, avaliacdo da rugosidade

superficial e esterilizacéo dos corpos de prova

Cada bastdo de resina acrilica teve uma face escolhida, na qual foi realizado um
lixamento manual em forma de oito (VERRAN; MARYAN, 1997), por 30 segundos, por
meio de lixa dagua na granulacdo 120 (Norton Abrasivos, Sdo Paulo, SP, Brasil), em baixa
velocidade, sob refrigeragdo em uma politriz circular (Dp-10, Struers-Panambra, S&o. Paulo,

SP, Brasil), em baixa velocidade, sob refrigeracéo.

Durante 0s ensaios iniciais dessa pesquisa foram realizadas leituras, por meio de
rugosimetro, na superficie mais critica para higienizagcdo das proteses totais, a superficie
interna. Os valores oscilaram entre 1 e 2 um. Baseado nisso, essa mesma média de rugosidade
superficial foi determinada na face lixada dos bastfes de resina, sendo mensurada através do
aparelho rugosimetro Hommel Tester T 1000 basic (Hommelwerke GmbH, ref. # 249851,
Schwenningen, Germany). A leitura considerada foi a média aritmética (Ra) entre os picos e

vales percorridos pela ponta ativa do aparelho, onde o percurso de medigdo foi de 4.8 mm,
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comprimento de onda limite 0.8 mm e velocidade de 0.5mm/s. Foram efetuadas 6 leituras na

superficie lixada de cada bastdo de resina acrilica (RAHAL et al., 2004).

Cada bastdo de resina acrilica foi cortado ao meio, por meio de um disco diamantado
(Extec dia. wafer blade 4”x 0.12 x % high concen., Erios, Sdo Paulo, SP-Brasil), dando
origem aos corpos de prova propriamente ditos, medindo 15 x 5 x 5 mm. Ao final, foram

obtidos 56 corpos de prova.

Todos os grupos foram submetidos a um ciclo adicional de polimerizagdo a 100°C por
2 horas na polimerizadora microprocessada digital, modelo Banho Maria (Solab, Piracicaba,
SP) para remogéo de mondmero residual (SHIM; WATTS, 1999). Em seguida os corpos de
prova foram submetidos a limpeza em ultrassom (Ultrasonic Cleaner, Arotec, Odontobras,
Séo Paulo, Brasil) por 20 minutos (PEREIRA-CENCI et al., 2007) em &gua destilada para
remocao de possiveis debris na superficie da resina. Posteriormente os corpos de prova foram

deixados em ar livre para sua secagem.

Em seguida, os corpos de prova dos grupos G2(SBAE) e G7(BCAE) receberam a
camada de Super Bonder® e de Bicover® antes de serem enviados para a esterilizacéo e os
dos grupos G3(SBDE) e G6(BCDE) receberam essa camada ap0s voltarem do procedimento
de esterilizagdo. A camada de Super Bonder® foi aplicada com o auxilio de um pincel de pelo
de marta (Condor, n° 456, Condor S.A., ao Bento do ul, SC) na face rugosa do corpo de prova
e foram esperados 5 minutos para a completa secagem do material. Para a aplicacdo da
camada de Biscover®, também foi utilizado o memo tipo de pincel e uma fina camada do
material foi aplicada na face rugosa do corpo de prova e polimerizada com um
fotopolimerizador com fonte de luz halégena com comprimento de onda de 500mW/cm?

durante 15 segundos.

Todos os corpos de prova foram entdo enviados, embalados por grupos, para
esterilizacdo por meio de oOxido de etileno (Acecil-Central de esterilizagdo comércio e
indUstria, Campinas, SP) (SILVA et al., 2006; MIMA et al., 2008). As etapas acima citadas

estdo ilustradas a seguir na Figura 3.
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Figura 3: Lixamento dos corpos de prova na politriz. (A) Corpo de prova apés lixado com sua superficie rugosa
identificada e voltada para cima. (B) Polidor liquido Biscover® (C) Adesivo Super Bonder® (D) Corpo de prova
apos voltar da esterilizacéo (E)

3.3 Inoculagéo dos corpos de prova

3.3.1 Preparo do indculo de C. albicans

3.3.1.1 Obtencéo da pré cultura

Todos os ensaios microbiolégicos foram realizados no laboratério de Microbiologia do
Centro Integrado de Pesquisa-1 (CIP-1) da Faculdade de Odontologia de Bauru da
Universidade de S3o Paulo, sempre em condigdes assépticas, em capela de fluxo laminar

previamente desinfetada com alcool 70°.

Foi utilizada a cepa de C. albicans selvagem SC5314 (GILLUM et al., 1984), cedida
pelo Laboratério Especial de Micologia da Universidade Federal de S&o Paulo. O preparo do
inoculo foi feito da seguinte maneira: as células foram mantidas a -80°C em soluc&o contendo
20% de glicerol e semeadas em placas contendo meio de cultura YPD (por litro: 10g yeast
extract, 10g peptone, 20g glucose [dextrose], 20g Bacto Agar) incubadas a 30°C durante 36

horas em estufa.

Uma Unica coldnia de C. albicans foi removida, ressuspendida em 50mL de meio de
cultura YPD e mantida em incubadora (Nova Etica) a 30°C, sob agitacio de 180rpm

overnight (aproximadamente 16 horas).
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3.3.1.2 Purificagdo das células fungicas

Foram retirados 5mL da cultura e colocados em tubos Falcon de 15 mL para
centrifugacdo a 4000rpm por 5 minutos (Eppendorf do Brasil Ltda); em seguida, o

sobrenadante foi descartado.

A purificacdo das células foi feita atraves de lavagem do pellet com PBS (5 mL), e
homogeneizacdo em vortex seguida de nova centrifugacdo nas mesmas condi¢Bes descritas

anteriormente, desprezando o sobrenadante. Esse procedimento foi repetido duas vezes.

3.3.1.3 Contagem da concentragéo do inoculo

O pellet final, obtido apds o processo de purificagdo das células, foi ressuspendido em
1mL de PBS e diluido 1:10000. Uma aliquota da diluicdo foi colocada em cémara de
Newbouer para contagem das leveduras em microscopio Optico comum (BIZERRA et al.,
2008).

Depois de obtida a concentragdo final da suspendo, esta foi diluida em PBS para

aquisicdo de inoculo em concentrago de 1,0 x 107 células/mL (CHANDRA et al., 2001 b).

3.4 Formacao do biofilme

Vale ressaltar que antes da realizacdo dessa etapa, 0s corpos de prova dos grupos
G3(SBDE) e G6(BCDE) receberam a camada de Super Bonder® e de Biscover® na
superficie rugosa de seus corpos de prova, com todo o procedimento realizado no interior de
uma capela de fluxo laminar. Utilizando uma pinga estéril (S.S. White Art. Dentérios LTDA,
Rio de Janeiro, RJ), cada corpo de prova foi colocado em um pogo de uma placa de cultura de
tecidos de 24 pogos (TPP, Switzerland), no qual foi dispensado 3mL do indculo de C.
albicans com concentragdo de 1,0 x 107 células/mL, através de pipetas de precisio e ponteiras
descartaveis, deixando os corpos de prova totalmente submersos e com sua face rugosa
voltada para cima. O tempo de adesdo foi de 90 minutos a temperatura de 37°C, sob agitacdo
de 75 rpm, em incubadora (CHANDRA et al., 2001b). Apoés esse periodo, as células que ndo
aderiram ao substrato foram removidas através de lavagem individual de cada corpo de prova,
imergindo suavemente cada um em 3mL de PBS (HAWSER; DOUGLAS, 1994; KUHN et
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al., 2002). Na sequéncia, os corpos de prova foram submersos em 3mL de meio de cultura
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) e incubados a 37°C sob agitagéo de 75 rpm, para crescimento do
biofilme (BIZERRA et al., 2008).

3.5 Anélise dos corpos de prova através de microscopia confocal.

A anélise dos corpos de prova utilizados nesse estudo foi realizado através do

microscopio confocal Leica TCS-SPE (Leica Microsystems GmbH, Mannheim, Germany).

3.5.1 Processamento dos corpos de prova para a microscopia confocal

Como a andlise no microscopio confocal ndo permite a analise de mais de um corpo de

prova por vez, cada corpo de prova foi processado de forma individual.

Previamente & analise em microscopio confocal, cada corpo de prova foi suavemente
imerso em 3 mL de PBS contido no pocgo da placa de cultura para remocéo das células ndo
aderidas. Assim, concluida a lavagem em PBS, cada corpo de prova foi transferido para um
poco da placa de cultura de tecidos de 24 pogos, contendo 1 mL de PBS, misturado com 1 pl
do fluorocromo SYTO-9 (Molecular Probes, Invitrogen Brasil Ltd., Sdo Paulo, SP) e 1 ul do
fluorocromo iodeto de propideo (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As concentracdes dos
fluorocromos foram ajustadas durante os ensaios piloto, de maneira a proporcionar um melhor
contraste entre as células fangicas e a resina acrilica. Na sequencia, foram aguardados 20
minutos para que houvesse a difusdo dos fluorocromos no biofilme (JIN et al., 2005). Esse
procedimento foi realizado na auséncia de luz a 37°C, de acordo com as orientagdes do

fabricante.

Imediatamente ap06s o periodo de incubagdo, cada corpo de prova foi cuidadosamente
montado em laminula de vidro associada a 6leo de imersdo, com a face rugosa para baixo,
para analise do biofilme em microscépio confocal Leica TCS-SPE. A objetiva usada foi uma

lente de imersdo em 6leo (40x; abertura numérica de 1,15).
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3.5.2 Analise dos corpos de prova no microscopio confocal

A aquisicdo das imagens foi realizada de maneira padronizada em 6 diferentes campos
(SMITH; HUNTER, 2008), de acordo com a figura abaixo, a fim de que ndo houvesse a

possibilidade de analise de um mesmo campo repetidas vezes.

S 6

Figura 4: Seqiiéncia padrdo de analise dos 6 campos dos corpos-de-prova no microscopio

Para a analise das células do biofilme de cada campo, foi realizada a tomada de uma
série de seccOes Opticas horizontais, com 1lum de intervalo, por toda a profundidade do
biofilme. De cada secgdo foram adquiridas duas imagens, de forma sequiencial. Para o SYTO-
9 foi utilizada a excitagdo em 488 nm, e o detector espectral foi programado para a faixa de
495 a 575 nm. Para o lodeto de Propideo, a excitacdo foi em 532 nm, e a deteccdo entre 595 e
730 nm. A aquisicdo sequencial elimina qualquer interferéncia que possa existir do
fluorocromo verde sobre o vermelho (cross-talk). O programa utilizado para a aquisigdo das
imagens foi o Leica LAS AF (Leica Microsystems GmbH, Mannheim, Germany).
Posteriormente, também através desse programa, foi realizada a unido das duas imagens de
cada seccdo, assim como 0 agrupamento de todas as sec¢Oes de cada campo, gerando uma

imagem final.

As celulas vidveis, sem comprometimento de membrana citoplasmatica, apresentaram

coloracéo verde, indicando que somente 0 SYTO-9 estava presente no seu interior. As células
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ndo vidveis, com comprometimento de membrana citoplasmatica celular, apresentaram
coloracdo amarelo-avermelhada, indicativa da presenga do SYTO-9 e do lodeto de Propideo

no seu interior.
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise qualitativa do efeito da Super Bonder® e do Biscover® sobre o acimulo de
biofilme em resina acrilica autopolimerizavel para reembasamento (New Truliner)

atraves da microscopia confocal

Foram utilizados 8 corpos de prova de cada grupo para a andlise do efeito da Super
Bonder® e do Biscover® sobre o acimulo de biofilme em resina acrilica autopolimerizével
para reembasamento (New Truliner) através da microscopia confocal. De cada corpo de prova
foram adquiridas 6 imagens de diferentes campos do biofilme, totalizando 48 campos para

cada grupo.

A anélise atraves do microscopio confocal mostrou a presenca de um elevado ndmero
de C. albicans sobre a resina acrilica autopolimerizivel, exceto para os grupos 2 e 3. Na
maioria dos campos analisados, as ceélulas fangicas remanescentes se apresentaram
aglomeradas na forma tubular ou filamentosa, tipica de hifa. Nos grupos 2 e 3 houve a
predomindncia de células na forma de leveduras. As imagens abaixo ilustram os achados
obtidos (4.1.1-4.1.7) Figuras 6-19.

4.1.1 Controle / G1(C)

Figura 6- Sobreposicdo das imagens de um Figura 7- Sobreposicdo das imagens de um
campo do grupo 1 campo do grupo 1.
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4.1.2 Super Bonder® pincelada na superficie antes da esterilizagdo dos corpos de prova /
G2 (SBAE)

Figura 8- Sobreposicdo das imagens de um Figura 9- Sobreposicdo das imagens de um
campo do grupo 2. campo do grupo 2.

4.1.3 Super Bonder® pincelada na superficie depois da esterilizagdo dos corpos de prova
| G3(SBDE)

Figura 10- Sobreposicdo das imagens de um Figura 11- Sobreposicdo das imagens de um
campo do grupo 3. campo do grupo 3
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4.1.4 3 Gotas de Super Bonder® incorporadas na resina / G4(SB3G)

Figura 12- Sobreposi¢do das imagens de um
campo do grupo 4. campo do grupo 4.

4.1.5 4 Gotas de Super Bonder® incorporadas na resina / G5(SB4G)

Figura 14- Sobreposicdo das imagens de um Figura 15- Sobreposi¢do das imagens de um
campo do grupo 5. campo do grupo 5.
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4.1.6 Biscover® pincelado na superficie apés a esterilizacdo dos corpos de prova /
G6(BCDE)

el

200

A /"i N l ! R v 15
Figura 16- Sobreposi¢do das imagens de um Figura 17- Sobreposi¢do das imagens de um
campo do grupo 6. campo do grupo 6.

4.1.7 Biscover® pincelado na superficie antes da esterilizacdo dos corpos de prova /
G7(BCAE)

Figura 18- Sobreposi¢do das imagens de um Figura 19- Sobreposicdo das imagens de um
campo do grupo 7. campo do grupo 7.
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5 DISCUSSAO

O objetivo desse estudo foi identificar as modificagOes realizadas na resina acrilica
utilizada que podem prevenir ou reduzir a formagéo de biofilme de Candida albicans na sua
superficie. De acordo com Chandra et al. (2005) uma abordagem para prevenir ou reduzir a
formacédo de biofilme em biomateriais € modificar a quimica de suas superficies através da
alteracdo da composi¢do quimica dos substratos. Dentro deste contexto, alguns autores
relatam propriedades antimicrobianas para os adesivos & base de cianoacrilato (HUNTER,
1976; PALMIERI, 1994; KIMAID, 2000; BLUM, 1975; HOWEL, 1995; HOWELL et al.,
1995; SHAPIRO; DINSMORE; NORTH, 2001). Tendo em vista a capacidade antimicrobiana
deste produto, optou-se pela utilizacdo da Super Bonder® tanto pincelada na superficie do
corpo de prova quanto incorporada na resina acrilica. A quantidade de adesivo incorporado a
resina foi decidido ap6s a confecgdo de um estudo piloto onde, por meio do microscdpio
confocal a laser, concluiu-se que a incorporagéo de 1 gota e 2 gotas do adesivo ndo exercia
influéncia sobre a formacdo do biofilme. A escolha de utilizar o polidor liquido Biscover®
teve como objetivo comparar a Super Bonder® com um produto disponivel comercialmente e

recomendado pelo fabricante para polimento liquido de resina acrilica.

Foi observado que para os grupos tratados com a Super Bonder® e o Biscover®
pincelados em sua superficie, o fato de esses produtos terem sido aplicados antes ou apds a
esterilizacdo dos corpos de prova ndo promoveu nenhuma diferenca entre os grupos de
mesmo tratamento, ou seja, 0 G2 (SBAE) foi semelhante ao G3 (SBDE) e 0 G6 (BCDE) foi
semelhante ao G7(BCAE), mostrando que o processo de esterilizagdo ndo promoveu
alteracbes na camada do produto aplicado na superficie da resina acrilica. Quando os corpos
de prova foram enviados para a esterilizacdo, houve um periodo de 15 dias entre o envio e 0
recebimento dos mesmos esterilizados. Ou seja, mesmo passado esse tempo, 0s produtos
aplicados nos grupos antes da esterilizacdo ndo perderam a sua efetividade, o que ndo esté de
acordo com os estudos de Howell et al. (1995) e Shapiro, Dinsmore e North (2001) que
mostraram que o 2-octil-cianoacrilato é efetivo como uma barreira antimicrobiana durante as

primeiras 72 horas ap6s a aplicacéo.

Foi observado que, de todos os corpos de prova modificados, os que receberam a
Super Bonder® em sua superficie, G2(SBAE) e G3(SBDE) foram o0s Unicos que
significativamente reduziram a formacéo de biofilme de Candida albicans. Os mecanismos

que envolvem a incapacidade da C. albicans em formar biofilme nos corpos de prova que
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receberam esse adesivo sdo desconhecidos. De acordo com Pereira-Cenci et al. (2008) ha
evidéncias de que as espécies de Candida sdo capazes de aderir as resinas acrilicas das
proteses, o que € considerado como o primeiro passo no processo de infeccéo. Essa aderéncia
estd diretamente relacionada as propriedades superficiais do substrato polimérico como
energia livre de superficie, hidrofobicidade e rugosidade. A energia livre de superficie tem
sido considerada um dos principais fatores relacionados a estomatite protética, sendo definida
como a interagdo entre as forcas de coesdo e de adesdo. Quanto maior a energia livre de
superficie, maior a adesdo celular. Quanto maior a hidrofobicidade dos microorganismos
maior é a aderéncia as resinas acrilicas. A rugosidade superficial determina diretamente a
aderéncia inicial do microorganismo, o desenvolvimento do biofilme e a colonizagéo
microbiana. Superficies mais rugosas geralmente apresentam maior nimero de células, pois
podem servir como um reservatorio microbiano, aumentando a retengdo do biofilme e sua
resisténcia as forcas de cisalhamento da escovagdo. Como ndo foi o objetivo desse estudo,
essas propriedades inerentes ao substrato ndo foram avaliadas, no entanto, ndo se pode
descartar a possibilidade de a camada de Super Bonder® ter alterado alguma(s) dessas
propriedades e por isso ter alterado a adesdo das células fungicas ao substrato. Como
consequéncia, essas celulas ndo aderiram fortemente a camada de Super Bonder® e foram
provavelmente desprendidas durante as manipulacBes realizadas para a analise no

microscdpio confocal.

Somado a isso, alguns autores relatam propriedades antimicrobianas para os adesivos a
base de cianoacrilato (HUNTER, 1976; PALMIERI, 1994; KIMAID, 2000; BLUM, 1975;
HOWEL, 1995; HOWELL et al., 1995; SHAPIRO; DINSMORE; NORTH, 2001), o que
poderia explicar esse comportamento favoravel da Super Bonder®. Palmieri (1994) gotejou a
cola de etil-cianoacrilato diretamente sobre placas com é&gar sangue previamente semeadas
com Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus: a inibicdo do crescimento bacteriano foi
observada ap6s 24 horas. Kimaid et al. (2000) afirmaram que em todos os periodos de
observacéo da pesquisa, na qual foi utilizado o etil-cianoacrilato, ndo foi observado qualquer
sinal de infeccdo bacteriana. Diante disso os autores acreditam que o etil-cianoacrilato
também poderia possuir alguma propriedade antimicrobiana, uma vez que se tem descrito na
literatura que o mondmero dos cianoacrilatos apresenta uma forte propriedade bactericida
(HUNTER,1976). Essa possivel propriedade antimicrobiana dos cianoacrilatos pode ser a

explicacdo para o reduzido nimero de células fangicas na forma de hifa (patogénica) para os
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grupos que receberam a Super Bonder® em sua superficie, ja que a maioria das células se

apresentaram na forma de levedura (indcua).

Os grupos que receberam a Super Bonder® incorporada na resina acrilica, G4(SB3G)
e G5(SB4G), ndo se comportaram de maneira tdo favoravel quanto os grupos G2(SBAE) e
G3(SBDE), que tiveram o0 adesivo como cobertura do substrato. Provavelmente, o
aprisionamento das moléculas do etil-cianocrilato, quando misturado & resina, impediu seu
efeito sobre a adesdo microbiana, tal como foi visto quando o adesivo Super Bonder® foi
pincelado. Alguns estudos estdo de acordo com esses resultados, pois avaliaram substancias
que possuiam efeito de inibicdo contra a C. albicans e a partir do momento em que foram
incorporadas a resina acrilica perderam o seu efeito. Thomas e Nutt (1978) estudaram o efeito
in vitro do condicionador de tecido Visco-gel modificado pela incorporagdo de nistatina ou
anfotericina B sobre o crescimento de C. albicans, C. Krusei e C. tropicalis. Os resultados
mostraram que a anfotericina B tornou-se ineficaz quando misturada ao Visco-gel, mas
quando utilizada isoladamente permaneceu ativa na inibicdo do crescimento fungico. O
trabalho de Quinn (1985) estudou o efeito da associacdo de miconazol (Daktarin) e
cetoconazol (Nizoral) a trés condicionadores teciduais (Ivoseal, Viscogel e Fitt) na inibi¢do do
crescimento de C. albicans. Como parametro para comparagéo, foi utilizada a incorporagéo de
nistatina e anfotericina B aos materiais resilientes. Os resultados obtidos comprovaram a
ineficadcia da anfotericina B como agente antifungico quando incorporada a materiais
resilientes. Cada produto incorporado a resina possui seu proprio nivel de liberacdo, o qual é
afetado de forma significativa por sua absor¢do e distribuicdo no interior do material
polimérico (JENQUIN et al., 1990; BROOK; VAN NOORT, 1985). Brook e Van Noort
(1985) relataram que a liberagdo do produto incorporado na resina acrilica é dependente da
fragilidade da matriz polimérica, da quantidade do produto e da porosidade do material.
Outras pesquisas com quantidades maiores do adesivo incorporado & resina poderiam ser
realizadas com o objetivo de verificar se uma maior concentragdo do adesivo poderia exercer

um maior controle sobre a formag&o do biofilme.

Os resultados desfavoraveis encontrados para o Biscover® ndo estdo de acordo com o
estudo de Budtz-Jorgensen e Kaaber (1986), os quais estudaram in vivo um sistema de
polimento liquido aplicado nas superficies internas das proteses totais e observaram uma
diminuicdo no acumulo de biofilme nessas superficies durante a primeira semana de
utilizagdo. Davidi et al. (2007) também mostraram que a formacéo de biofilme in vivo em

restauracdes provisorias de polimetil metacrilato (PMMA) foi significativamente reduzida
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quando cobertas com adesivo resinoso. Além disso, 0 uso da resina para polimento liquido
Biscover® como o agente de cobertura preveniu a formagéo de biofilme nessas restauracoes.
J& os achados de Sesma et al. (2005) estdo de acordo com esse estudo. Os autores avaliaram in
vivo a eficacia do polidor liquido fotopolimerizavel Palaseal®, (Heraeus / Kulzer, Wehrheim,
Germany) em modificar a colonizagdo de placa das dentaduras. Os achados desse
experimento clinico mostraram que o polimento liquido da superficie interna da dentadura

ndo preveniu a colonizagéo fungica.

E interessante discutir o comportamento do Biscover® nesse estudo, pois, além de nio
ter conseguido controlar a formagéo de biofilme sobre o substrato, quando o parédmetro
avaliado foi a cobertura do substrato, esse produto foi mais desfavoravel do que a resina
acrilica sem tratamento. O fabricante afirma que o Biscover® é uma resina fluida e que a
camada formada como resultado de sua aplicac¢do € fina. Por um lado, o desejavel é uma
camada fina do polidor liquido, j& que uma camada mais espessa poderia levar a uma
desadaptacdo da protese. Por outro lado, uma camada muito fina pode ter dificuldade de
preencher as irregularidades ou defeitos da superficie interna da protese total. Esse problema
pode ter acontecido nesse estudo, ja que previamente & aplicagdo do Biscover®, os corpos de
prova foram lixados e talvez, por ser muito fluido, esse produto ndo foi capaz de compensar
as irregularidades criadas na superficie da resina acrilica, favorecendo a ades&o das células de
Candida albicans, ja que é sabido que a rugosidade superficial é um fator diretamente ligado
ao acumulo de biofilme. Alguns autores também tém mostrado que os polidores liquidos néo
sdo capazes de compensar todas as irregularidades de superficie. (ROEDER, 2000; DOS
SANTOS et al.,2007; DICKINSON; LEINFELDER, 1990). Zimmerli et al. (2011),
constataram que dos polidores liquidos utilizados em seu estudo, o Biscover® e o Lasting
Touch® ndo foram capazes de compensar todas as irregularidades do corpo de prova, entdo
eles concluiram que quando esses dois polidores liquidos fossem aplicados, seria
recomendavel realizar previamente um polimento mecanico refinado. No entanto, para
protese total esse procedimento seria inviavel, j& que ndo se pode realizar um polimento
mecanico da superficie interna da protese, pois 0 mesmo causaria uma desadaptacdo da
mesma, ou seja, parece ser sensato afirmar que o Biscover® ndo € muito indicado para
polimento liquido de préteses totais, ja que para sua eficacia, as vezes se faz necessario um

polimento mecénico prévio.

Outra hipotese é que o fabricante afirma que o Biscover® pertence a uma nova

geracdo de polidores liquidos que, diferentemente da geracdo antiga, ndo apresenta uma
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camada pegajosa inibida pelo ar ap6s a sua polimerizacdo. No entanto, tal fato pode ter
ocorrido e isso poderia favorecer o acumulo de biofilme, explicando os resultados obtidos
nesse estudo. O estudo de Guler et al. (2009) indicou que o0 uso desse sistema de polimento
pareceu aumentar a pigmentagdo dos especimes e sugere que isso pode ter acontecido devido

a camada pegajosa inibida pelo ar.

E provavel que o mecanismo(s) responsavel pela inibicio da capacidade da C.
albicans de formar um biofilme intacto nos corpos de prova que receberam a Super Bonder®
na superficie seja multifatorial e mostra a necessidade de outras pesquisas, além desse estudo.
E possivel que essa inibigdo seja mediada pela prevencio da adesdo da Candida a superficie
do substrato. O estudo da capacidade que a Super Bonder® tem de controlar a formagéo de
biofilme é necessario. Os resultados relatados nesse estudo podem ter implicagdes clinicas

importantes no planejamento de novos materiais que possuem propriedades antibiofilme.

A formacéo do biofilme é um processo de infeccdo multifatorial, o qual é também
influenciado pelas propriedades fisioquimicas da superficie do substrato. (BLOSSEY, 2003).
Tem sido relatado que uma superhidrofobicidade e uma superhidrofilicidade das superficies

sdo propriedades chave para a fabricacdo de superficies autolimpantes (HASSEL et al., 2007).

Nos recentes anos, novas superficies com propriedades autolimpantes tém gerado
imenso interesse na pesquisa e desenvolvimento de novos materiais. De fato, se superficies
com propriedades controladas pudessem ser fabricadas, entdo a busca por superficies livres de

contaminacdo poderiam se tornar uma realidade ha tanto tempo esperada (BLOSSEY, 2003).

O desenvolvimento de materiais dentarios que possuem uma propriedade de superficie
autolimpante poderia trazer uma mudanca dramética para o campo da odontologia clinica. Por
exemplo, tais materiais de cobertura de superficie, quando utilizados em materiais
restauradores, materiais para bases de dentaduras e implantes, poderiam aumentar a
longevidade dos mesmos por causa da protecdo contra 0 ataque de microorganismos.
Contudo, até o0 momento, um material dent&rio com tal propriedade desejavel e benéfica ainda
ndo esta disponivel (BLOSSEY, 2003).

Ainda é precipitada a indicacdo da utilizagdo da Super Bonder® como polidor liquido
para aplicacOes clinicas em proteses totais. No entanto, esse estudo foi o primeiro passo para o
desenvolvimento de um novo material de cobertura com a nocéo de propriedade de superficie

autolimpante em odontologia. Posteriormente, outros estudos in vitro deveriam ser realizados
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para melhorar as propriedades e durabilidade do material e elucidar o comportamento da
Super Bonder® frente ao desenvolvimento de biofilmes utilizando diversas espécies de

bactérias e fungos.

Os dados desse estudo demonstraram que as modificacbes de superficie desses
materiais com a Super Bonder® aplicada na superficie podem ser uma abordagem

potencialmente Gtil para reduzir ou controlar a formacéo do biofilme em proteses totais.



6 CONCLUSOES

Considerando a metodologia empregada e as limitagdes desse estudo in vitro

foi possivel concluir que:

- A aplicacdo da camada de Super Bonder® na superficie rugosa da resina
acrilica foi capaz de reduzir de maneira significativa a formacédo de biofilme

de Candida albicans.

- As modificagcbes da resina acrilica através da aplicacdo superficial do
Biscover® e da incorporagcdo da Super Bonder® na sua estrutura ndo
ofereceram vantagens em relacdo ao grupo controle, que n&do recebeu

tratamento.

- O polidor liquido Biscover® ndo se comportou da maneira esperada, ja que
ndo alcangou o objetivo para o qual foi desenvolvido, que é justamente tornar
a superficie coberta por ele menos propicia para o desenvolvimento de

biofilme.

- N&o houve diferenga quanto ao tempo de aplicacéo da Super Bonder® e sua
eficiéncia, ja que os corpos de prova que receberam o produto antes da
esterilizacdo se comportaram de maneira semelhante aos que receberam o

produto depois de esterilizados.
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