UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA

e,

Y

UNICAMP

CURSO DE GRADUACAO EM ODONTOLOGIA

Monografia de Final de Curso

Aluna: Renata Alves

Orientadora: Altair Antoninha Del Bel Cury

Ano de Conclusao do Curso: 2008

TCC 459

UNJVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
CACULDARE DE DDONTOLOGIA DE PIRALE CABS
BIBLIOTECA



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA

Renata Alves

“Avaliagao da rugosidade superficial, energia livre de superficie e adeséao de

Céndida spp em resina acrilica modificada com politetrafluoretileno”

Monografia apresentada ao Cursc de
Odontologia da Faculdade de Odontologia
de Piracicaba — UNICAMP, para obtencao

do Diploma de Cirugiao- Dentista.

Orientadora: Profa. Altair Antoninha Del Bel Cury

Piracicaba
2008

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAHIPIRAS
FACULDARE DE CDONTOLOGIA DE PIRACICABS
2iBLIOTECA



-,

|
-

=
I L8 |
- 47

PIUNICAMP

PIOC. .oeeesesmsenrsierassmamsassssesarens -
PLEGO 1rveuensrsssessmssrsmsrsmscssasess -
[97z) ¢ e wreme

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA

Bibliotecaria: Marilene Girello — CRB-8%. /6159

AlLB87a

Alves, Renata,

Avaliagdo da rugosidade superficial, energia livre de
superficie e adesdo de Candida spp em resina acrilica
modificada com politetraflucretileno. / Renata Alves. -
Piracicaba, SP : [s.n.], 2008.

36f.

Orientader: Altair Antoninha Del Bel Cury.
Monografia (Graduagio) — Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Qdontologia de Piracicaba.

1. Protese dentéria parcial removivel. I Del Bel Cury,
Altair Antoninha. Il. Universidade Estaduai de Campinas.
Faculdade de Qdontologia de Piracicaba. Il Titulo.

{mg/fop)




DEDICATORIA

Aos meus pais Jorge Tadeu Alves e Marcia Castro Rodrigues Alves peta 6tima
educacéo, apoio € incentivo que me deram ao longo da

vida para que eu sempre pudesse alcancar todos 0s meus objetivos.

Ao meu irmAc Douglas Assis Alves pelo exempio de pessoa,

companheiro e amigo nas horas que mais precisei.

Ao meu namorado Daniel Giovanni Malagutti Pereira por ser meu porto seguro

em todos 0s momentos, meu ponto de equilibrio e meu grande amor.



AGRADECIMENTOS

A Deus por me dar o0 dom da vida e me iluminar em todos 0s meus passos.

A Prof® Dra. Altair Antoninha Del Bel Cury pela oportunidade, competente trabalho

e grandes experiéncias passadas ao longo da elaboragéo desta monografia.

A minha co-orientadora Fabiana Gouveia Straioto pela paciéncia,

sabedoria, dedicacao e amizade.
Ao pos-graduando Antonio Pedro Ricomini Filho, a todos os professores e
funcionarios da area da Prétese Parcial Removivel da FOP/UNICAMP pelo auxilio

prestado na execugao desta pesquisa.

Aos laboratérios de Microscopia Eletrénica de Varredura e Bioguimica da

FOP/UNICAMP pelo suporte técnico no desenvolvimento deste estudo.

Ao CNPQ pela concessédo de bolsa de Iniciacédo Cientifica.



SUMARIO

LISTA 8 FIQUIBS.. ... tveieeeteisiimecses st 06
LiSTA A8 TADEIAS. ..o v veeescieieeeeieeer st em e oo s 08
Lista de ADreviaturas € SIgIas.. ..o 09
e £ e, TP e PRSP PR PRSP P LT ER TR IE LR 10
RESUITIO o e s ee e eaes e easaseeeesasae e bt e seesim e im s eabeam D oo b e n e b eSS s 11
INFOTUGRD. ... oo eveescessinsemsse s eb st s 12
MALENAIS © MEIOTOS. .e.ervivreeierreciteres e 14
RESLIEATOS . eveveseeeeiesteesesescseses oo ebesmes s seaEeb s eSS s ST 26
DS CUSSEAO. .- vervreerereeessasscasesmceesssmmmeaserE e o s e as b o E T o n RS S 29
CONCHUSED o veesereeebaes e ieesacae s reeaesam e s eSS oSS 31
Referéncias BibDHOGrafiCaS. ... ..coovirrrrerrri i 32



IISTA DE FIGURAS

Figura 1: Resinas acrilicas termopolimerizaveis usadas no experimento: resina

Classico e 188iNa QU — 20 .iiv i et 15
Figura 2: PTFE micro-particulado adicionado a resing............occoeoeeieen, 15

Figura 3: Dispositivo para confeccdo do molde em silicone das matrizes

L 8T LT o3 = T 16

Figura 4: Mufla com molde de silicone obtido a partir das matrizes metalicas apos

TR [ I=1: Lo YT T T TSP PSPPI 17

Figura 5: Mensuracdo da rugosidade superficial...............nn 18

Figura 6: Captura da imagem da gota séssil depositada sobre o especime de

C AT W= (o 1o 7= VO R 19

Figura 7: Imagem da gota séssil capturada por uma maquina digital para mesurar

O ANQUIO dE COMATO.....oiiii e e 20
Figura 8: Curva de Crescimento da Candida albicans (ATCC 90028)................. 21

Figura 9: Espécimes imersos em saliva clarificada para formagdo de pelicula

AAGUITIAR. ...+ttt s 23

Figura 10: Apés ensaio de ades@o, espécime no interior do tubo criogénico

submetido a sonicag@o para desprendimento das celulas aderidas...................... 25



Figura 11:. Placas apds semeadura e crescimento dos microrganismos para

contagem e Galculo das UFC/MMP........cooirieiriiieere et 25

Figura 12: Gréfico representativo {médiasx DP) de UFC/mm® aderidas a

SUPEMICIES {N=10) . et e 27

Figura 13: Imagem de microscopia eletronica de varredura da superficie em resina
acrilica QC-20: {A} sem adigao de PTFE (x500) e (B) com adi¢ao de 2% de PTFE
(x500). A seta indica a presenga de particulas de PTFE dispersas na matriz de
resina acrilica, apresentando morfologia superficial diferente se comparada a

MNICFOSCOPIA ANTEIION. ... uiiittt et st re bbb 28

Figura 14: Imagem de microscopia eletrénica de varredura da superficie em resina
acrilica QC-20: (A} sem adi¢cdo de PTFE (x500) e (B) com adig&o de 2% de PTFE
(x500). A seta aponta a presenca de células de microrganismo aderidas a

superficie do Material..... ... 28



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Médias e desvios-padrdo de rugosidade, angulo de contato e energia

livre de superficie (N=10)......coimre e 27



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
°C: grau Celsius
ELS: energia livre de superticie
Erg/cm?: unidade de energia, centimetro-grama-segundo por centimetro quadrado
et al: abreviatura de “et lii”
mm: milimetro
MEV: microscopia eletrénica de varre
N: Newton
nm: nandémetro
PBS: solugéo tampao fosiato
PMMA: polimetilmetacrilato
PTFE: politetrafluoretileno
Ra: rugosidade de superficie
UFC: unidade formadora de colbnia
pm: micrometro
pL: microlitro

A: comprimento de onda



ABSTRACT

The colonization of removable dental prostheses with microorganisms
improves the development of denture stomatitis, which is associated with
adherence and colonization of Candida albicans. Acrylic resin properties such as
roughness and surface free energy can contribute to the colonization and biofilm
development formed by these microorganisms. Thus, the addition of modifiers that
can interfere with the specific interactions between microorganisms and polymer
surface has been proposed. One of the main modifier suggested is
polytetrafluorethylene because its properties. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the surface roughness, contact angle, free surface energy and initial
adherenlce between Candida albicans on acrylic resin modified with PTFE.
Specimen (20 x 12 x 2 mm) of acrylic resin (long and short cycle), without (control
group) and with addition of 2%of PTFE were prepared and had the surface
(roughness, surface free energy) characteristics evaluated. Moreover, Candida
albicans adherence (UFC) was evaluated. The data were submitted to ANOVA and
Tukey test with significance level of 5%. No statistical significance ditferences were
found for roughness, surface free energy and number of colony forming units
between the resins. Contact angle values were high for resin containing 2% PTFE
polymerized by long cycle In conclusion the addition of 2 % of PTFE was not

enough for producing surface modification and reduction of Candida albicans.
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RESUMO

A colonizacdo de proteses removiveis por microrganismos favorece o
desenvolvimento de estomatite protética que estd associado principalmente a
adesao e colonizag@o por Candida albicans. Propriedades da resina acrilica como
a rugosidade e energia livre de superficie podem contribuir para a colonizagéo e
maturacao de biofilmes formados por esses microrganismos. Portanto, a adigao de
modificadores que possam alterar as caracteristicas de superficie, atuando nas
interacdes especificas entre microrganismos e supetrficie dos polimeros tém sido
propostas. Denire estes modificadores destaca-se o politetrafluoretileno (PTFE).
Assim, o objetivo deste estudo foi o de avaliar a rugosidade, angulo de contato e
energia livre de superficie, além da adesdo inicial de Candida albicans de duas
resinas actilicas modificadas com PTFE. Espécimes (20x12x2mm) de resinas
termopolimerizaveis (ciclo longo e curto) com a adigao de 2% de PTFE e sem
(Controle) foram confeccionados € as caracteristicas de superficie (rugosidade,
energia livre, angulo de contato) e adesao inicial de Candida albicans (UFC), foram
determinadas. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e ao
teste de Tukey com nivel de significancia de 5%. N&o foram observadas diferengas
significantes entre as resinas para rugosidade e energia livre de superficie e
nimero de unidades formadoras de coldnia. A resina termopolimerizavel de ciclo
longo adicionada de 2% de PTFE apresentou maior valor de angulo de contato
(p<0,05). Conclui-se que a adigao de 2% de PTFE néo foi suficiente para produzir
alteragdes na superficie das resinas estudadas e interferir com a adeséao inicial de

Candida albicans.
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INTRODUGAO

A cavidade oral apresenta superficies susceptiveis a colonizagao de
microrganismos, especialmente portadores de proteses removiveis, nas quais sao
formados biofilmes de diferentes complexidades variando a cada individuo (Aas ef
al., 2005; Schadeo et al., 2008) e expondo 0s usuarios ao risco de infecgbes locais
(Budtz-Jérgensen, 1978) e ocasionaimente sistémicas (Edmond et al., 1999; Bouza
et al., 2002; Schadeo et al., 2008).

Aproximadamente % dos casos de infec¢bes hospitalares (64,4%) sao
causados por organismos gram-positivos e especies de Candida, 0s quais sao o
quarto tipo de microrganismos mais prevalentes encontrados (Henriques et al.,
2004). Em relagéo a mortalidade foi encontrado que 20.8% dos casos estavam
relacionados com estafilococos coagulase-negativo e 39,9% com espécies de
candida (Edmond et al., 1999).

Espécies de céndida sao os fungos mais prevalentes na cavidade oral e 0
principal associado a estomatite protética (Budiz-Jérgensen, 1978), apresentando a
habilidade de crescer em situagdes ambientais adversas (Thein et al.,2007) e
conhecida resisténcia a antifingicos (Kontoyiannis et al, 2002; Sanglard et al
2002).

Infeccdes fungicas s@o comuns em individuos com sindrome da
imunodeficiéncia (Tellier et al., 1992; Samaranayake et al., 2002). Candidose oral,
especificamente, é um problema rotineiro em pacientes com o referido guadro
clinico, resultado da disfungdo do sistema de imune. GConsequentemente, O

aumento do uso de drogas antifingicas para profilaxia e tratamento destas
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infeccbes, colaboram no aparecimento de cepas resistentes a medicamentos
(Samaranayake et al.,, 2002).

Numerosos microrganismos sdo comumente encontrados na superficie de
préteses removiveis, devido presenca de irregularidades e poros, suportando os
achados que esta representa um reservatdrio de microrganismos responsaveis por
infeccoes (Davenport, 1970; Jagger et al., 2002).

A adesido de microrganismos a um substrato € governada por interacdes
fisico-quimicas como a hidrofobicidade (Colling et al, 2005), energia livre de
superficie e diferengas na topografia de superficie (Veiran et al.,1997). Quirynen ef
al. (1995), destacaram a relevancia dessas caracteristicas de superficie no
desenvolvimento de biofilme, especialmente com estagios iniciais de adesao.

O mecanismo de adeséo de microrganismos a superficie de polimeros é
processo conhecido, & a introdugdo de moléculas especificas (agentes
bloqueadores) na superficie destes materiais poliméricos com o objetivo de inibir
essas interagdes especificas se fazem interessante (Jansen, 1990).

Fiuorpolimeros, de maneira geral, s@o polimeros ou copolimeros de
hidrocarbonetos saturados os quais todos ou alguns atomos de hidrogénio foram
substituidos por atomos de flGior ou combinagéo de fltor e cloro (Drabny, 2001). A
principal caracteristica deste material é ser uma substancia praticamente inerte,
n&o reage com outras substancias quimicas exceto em situacoes muito especiais.
Isto se deve basicamente a protecdo dos atomos de fltor sobre a cadeia carbonica.
Esta caréncia de reatividade permite que sua toxicidade seja praticamente nulo
sendo, também, o material com o mais baixo coeficiente de atrito conhecido. Outra

qualidade é sua impermeabilidade, mantendo, portanto, suas propriedades em
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ambientes umidos. Por estas caracteristicas especiais, alem da baixa aderéncia e
aceitabilidade 6tima pelo corpo humano é usado como material de eleicao pra
conteccao de diversos tipos de proteses medicas (Drobny, 2001).

Esforgos objetivando a redugéo do crescimento de biofilme em supetficie de
materiais médicos e odontologicos devem estar focados na prevengao da adeséao
inicial ou inibindo o crescimento dos microrganismos aderidos (Francolini et al.,
1995).

A hipétese a ser testada ¢ que a adigao de politetrafluoretileno (PTFE) a
composicido das resinas a base de polimetilmetacrilato, possa melhorar as
caracteristicas de superficie, evitando-se ou diminuindo a aderéncia de

microrganismos.

MATERIAIS E METODOS

Desenho experimental:

Este estudo foi in vitro, cego e totalmente aleatorizado. Os espécimes das
resinas acrilicas foram confeccionados e divididos em quatro grupos experimentais:
resina acrilica polimerizada em banho de &gua durante gh (Classico Artigos
Odontolégicos Classico, Séo Paulo, SP, Brasil) e resina acrilica de rapida
polimerizagdo em banho de agua fervente em 20 minutos (QC - 20 ,Dentsply,
Petropolis, RJ, Brasil), sem e com adicao de 2% de PTFE, ambas cor rosa (Figura
1). O estabelecimento da porcentagem de PTFE (Figura 2) adicionado foi avaliado

em um estudo inicial, com diferentes concentragdes e analisando a alteragéo da
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dureza de superficie. Dessa maneira foi determinada a proporgao de 2% de PTFE

a de eleicao para desenvolvimento do estudo.

Figura 1: Resinas acrilicas termopolimerizaveis usadas no experimento: resina

Classico e resina QC — 20

@ 12y

UNILUB L 170
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Figura 2: PTFE micro-particulado adicionado a resina
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Preparo dos espécimes:

Para a realizagdo deste estudo foram confeccionados padroes em ago
inox nas dimensdes de 20 x 12 x 2 mm, incluidos em 5mm de silicone laboratorial
(Zeta Labor, Zermack, S.P.A, Itélia) para obten¢&o do molde padrao (Figura 3). O
molde foi posicionado no interior da base da mufla metalica e preenchido com
gesso pedra tipo Ill Herodent (Vigodent, S/A, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Em
seguida, a contra-mufla foi posicionada e preenchida com gesso, apos a
cristalizacao foi aplicada uma camada de silicone laboratorial. Fechou-se entao a

mufla e levou-se a prensa hidraulica por um periodo de 10 minutos para completa

polimerizagao do material (Figura 4).

Figura 3: Dispositivo para confecgao do molde em silicone das matrizes metalicas

16



Figura 4: Mufla com molde de silicone obtido a partir das matrizes metalicas ap6s
inclusao

Para o preparo da resina, inicialmente adicionou-se o PTFE pré pesado ao
pé da resina acrilica, mexendo com auxilio de uma espatula, vagarosamente, para
a obtencao de mistura mais homogénea possivel e a seguir adicionou-se o
monémero. Na fase plastica, a resina foi entulhada na mufla e esta foi fechada e
posicionada em prensa hidraulica.

Posteriormente, as muflas foram levadas a prensa de mola e o conjunto
(mufla+prensa) dos grupos da resina Classico foram levados a polimerizadora
automatica (P100 — Termotron, Piracicaba, SP), durante 9 horas a 70°C (ciclo
longo de polimerizagao). As muflas contendo a resina de ciclo curto foram imersas
em agua a temperatura ambiente até a temperatura de ebulicao e ai mantidas
durante 20 minutos.

Ap6s a polimerizagdo, os espécimes foram acabados, colados com cera
pegajosa em discos de acrilico e polidos com lixas de granulagao de 320, 400, 600
(Carbimet; Buehler, Lake Bluff, USA) em politriz mecanica (Arotec APL-4; Sao

Paulo, Brasil). O polimento dos espécimes foi realizado com escova de pélo preta e
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pedra-pomes e branco de espanha com escova de feltro (Braun et al., 2003, Moura
et al., 2006). Posteriormente, todos os espécimes foram limpos em banho de agua
ultrassénico (T7; Thornton, Vinhedo, S&o Paulo, Brasil) por 2 minutos e
armazenados imersos em agua deionizada em frascos previamente identificados

durante 48h para liberagao do mondémero residual.

Avaliacdo da rugosidade de superficie:

A rugosidade de superficie (Ra) foi avaliada por meio de um rugosimetro
(Surfcorder SE 1700 Kozaka Industry, Kozaja, Japan) com o diametro da ponta
ativa de 2um, precisdo de 0,01um de resolucdo e velocidade de 0,5mm/s sob
pressao constante de 0,07N (Figura 5). As leituras foram realizadas em 0,8mm ao
longo de 2,4mm da amostra, em temperatura ambiente. Foram realizadas também
mensuracdes em trés diferentes locais de cada amostra, obtendo-se media
aritmética, a qual especificou o valor médio de rugosidade de superficie para

aquele espécime (Verran & Maryan, 1997, Moura et al.,2006; Pereira-Cenci et al.,

2007).

Figura 5: Mensuragéo da rugosidade superficial
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Avaliacao do angulo de contato e calculo da energia livre de superficie:

A energia livre de superficie (erg/cm®) foi mensurada com a deposicao de
15uL de agua destilada deionizada com auxilio de uma micropipeta em espécime
(Moura et al., 2006). A imagem da gota séssil foi capturada por uma maquina
digital Nikon, sob condigdes padrdo e o angulo de contato foi mensurado pela
leitura da imagem capturada no programa Auto Cad R14 (Auto Desk, Sankt
Augustin, Estados Unidos), dos limites esquerdo das fotografias ao ponto de
intercessdo amostra-agua-ar (Figura 6). Para cada espécime, a mensuragao foi
realizada trés vezes, pela deposicdo do liquido depositado em locais diferentes,
sendo usado, portanto, valor médio das trés mensuragoes para cada superficie. A
partir do angulo de contato obtido, o cosseno do respectivo angulo foi utilizado para
a obtencdo do valor de energia livre de superficie (Moura et al., 2006, Pereira-

Cenci et al., 2007) (Figura 7).

Figura 6: Captura da imagem da gota sessil depositada sobre o especime de

resina acrilica
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Figura 7: Imagem da gota séssil capturada por uma magquina digital para mesurar

o angulo de contato

Ensaio de adesao inicial de Candida albicans:

Os espécimes foram divididos aleatoriamente para comporem 0s 04 grupos.
Cada grupo foi submetido ao ensaio de adesao em diferentes dias, com o objetivo
de verificar a reprodutibilidade dos resultados. Posteriormente, foi realizada a
remogao dos contaminantes por meio de banho em ultrassom em agua destilada e

deionizada estéril por 20min em ultra som (Luo et al., 2002).

Inéculo e condicoes de crescimento:

Com o objetivo de determinar o padrdao de crescimento do microrganismo
selecionado para o desenvolvimento do ensaio microbioldgico foi realizada uma
curva de crescimento do microrganismo.

Primeiramente foi realizada a reativagao da cultura de Candida albicans (ATCC
90028), a qual estava armazenada a -70°C. O volume total de -cultura
descongelada foi repartido em dois tubos plasticos, cada um contendo 10 mL de
caldo Sabouraud. Os tubos foram incubados em aerobiose a 37° C durante 24

horas.

SVIEE S ol agtg: TEEo 1 S g ey
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Decorrido este periodo com o auxilio de uma alga plastica descartavel uma
aliquota foi coletada e esgotada sobre a superficie de agar Sabouraud. Apos
incubacao em aerobiose a 37° C durante 24 horas as colonias formadas sobre o
agar foram utilizadas para realizar a curva de crescimento.

Em tubos de vidro contendo em cada 10 mL de caldo Sabouraud foram
inoculadas 2 coldnias isoladas em cada tubo. Esses tubos foram incubados em
aerobiose a 37° C e em intervalos de 1 hora foram realizadas leituras em
espectrofotdmetro (A=530 nm) a partir da primeira hora de crescimento. A
quantidade de tubos foi suficiente para que as leituras fossem realizadas em
triplicata, totalizando 15 horas de leituras consecutivas.

Tendo em vista o padréo do crescimento da C. albicans foi possivel determinar
que a partir de 11 horas o perfil de crescimento do microrganismo tende a fase
estacionaria (Figura 8), dessa maneira foi estabelecido fazer os ensaios de adesao

nas 2 horas prévias (intervalo de crescimento entre 9 e 11 horas).

Curva de Crescimento
1,600

1,400

1,200

530 nm)

1,000

0.800

0,600 —+— CandidaAlbicans

Absorbancia (A

0.400
0.200

0,000

1 2 345 86 7 8 910111213 1415
Tempo (horas)

Figura 8: Curva de Crescimento da C. albicans (ATCC 90028)
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Conhecido o comportamento do microrganismo, e que apés 9 horas de
crescimento este encontrava-se na fase exponencial, com multiplicagao ativa, mas
ndac se tinha o conhecimento de quantas unidades formadoras de coldnias
(UFC/mL) havia apos o periodo de 9 horas, tempo estipulado para o inicio dos
ensaios de adesao.

Para descobrir a concentragdo de microrganismo apés 9 horas de
crescimento foi realizada novamente a inoculagdo de 2 coldnias em tubo plastico
contendo agar Sabouraud (foram feitos 2 tubos) e incubado em aerobiose 4 37° C
durante 9 horas.

Apds esse periodo, foram realizadas diluigbes decimais seriadas (1 0'a10®)
em microtubos. Em um microtubo contendo 900 pb de solugao tampéo fosfato
(PBS/pH 7,4) foi pipetado 100 plL de indeulo proveniente do tubo de crescimento
original diluindo na proporgéo de 1:10. Uma aliquota de 100 WL da primeira diluigao
foi novamente diluida em 900 pl de solugdo PBS, originando uma diluicao de
1-100 e assim sucessivamente até a diluicdo de 1:100.000.000 (10°%). Apos esse
procedimento, 25 L de cada diluigéo foi semeada em triplicata sobre a superficie
de agar Sabouraud as placas de petri incubadas em aerobiose a 37° C durante 24
horas.

Foram contadas as UFC/mL na diluicdo contendo de 6 a 60 UFC. Os
resultados foram calculados e pode-se observar que apds um periodo de 9 horas
de crescimento o numero médio de UFC/mL era de 7,9 x 10°. Esse valor estava
dentro da concentragdo de coldnias preconizadas para o inicio do ensaio de

adesdo, o qual deve ser ao redor de 10° UFC/mL.
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Coleta de saliva e preparo do ensaio de adesao:

Foram coletados 50 mL de saliva estimulada de um unico voluntario
saudavel, que néo relatou o uso de antibiético e outros medicamentos que alterem
o fluxo salivar nos ultimos 3 meses e que manifestou sua concordancia por meio da
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido previamente aprovado
pelo comité de ética local. A saliva coletada foi centrifugadas em 10.000 g por 10
minutos a 4 °C (Milsap et al., 1999). O sobrenadante foi coletado e os espécimes
imersos na saliva e incubados a 37 °C durante 30 minutos para a formagao da
pelicula adquirida, simulando as condigdes encontradas in vivo (Figura 9).
Decorrido este tempo, os espécimes foram removidos com pinga esteril e o
excesso de saliva removido para serem imediatamente submetidos a exposicao

dos microrganismos (Moura et al., 2006).

Figura 9: Espécimes imersos em saliva clarificada para formacéo de pelicula

adquirida
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Ensaio de adesao:

Os espécimes foram posicionados em placas de petri estéreis. Sobre os
espécimes foi vertida 20mL de suspensdo de C. albicans em caldo Sabouraud
com concentracgdo inicial de 10° UFC/mL e incubados em aerobiose a 37 °C
durante 2 horas para permitir a ades&o inicial dos microrganismos (Nikawa ef al.,
2002).

No mesmo momento, foi realizada a diluigdo seriada desta suspenséo de C.
albicans usada no ensaio assegurando desta forma que o ensaio foi realizado
dentro dos padroes proposto de 10° UFC/mL. Decorrido 2 horas de incubagao cada
espécime foi lavado em PBS (Nikawa et al.,, 2002; Moura et a/., 2006) e inserido em

tubo criogénico, contendo 5,5 mL de PBS.

Contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC/mL):

Os tubos contendo os espécimes foram armazenados em gelo e o volume
do interior do tubo juntamente com o espécime foi submetido a vibragao
ultrassénica (Verran et al., 1996) durante 30 segundos a uma poténcia de 7 watts,
possibilitando o desprendimento das células aderida (Figura 10). Apos, foi
realizada diluicdo decimal seriada e semeadura em placa de agar Sabouraud.
Foram realizadas as contagens nas diluigbes e calculado a concenirag@o de
UFC/mL. contida na solugéo original na qual o espécime foi sonicado e o total de

UFC sobre a area da superficie dos espécimes (Figura 11).
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Figura 10: Apds ensaio de adesao, espécime no interior do tubo criogénico

submetido a sonicacao para desprendimento das celulas aderidas

Figura 11: Placas ap6s semeadura e crescimento dos microrganismos para

contagem e célculo das UFC/mm?

Microscopia eletrénica de Varredura (MEV):
Para a andlise em MEV, espécimes extras de cada grupo foram usados.
Apés o ensaio os espécimes contaminados foram imersos em glutaraldeido a 2%

para fixagdo das células aderidas por 2 horas, lavados com agua destilada
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deionizada e secos. Posteriormente foram acoplados a stubs, e submetidos ao
recobrimento da superficie com ouro para posterior andlise da morfologia da

topografia de superficie (JSM - 5600LV) (Joel, Peabody, Massachussetts, USA).

Andlise Estatistica:

Os dados foram submetidos a4 andlise estatistica usando software SAS
versdo 9.0 (SAS Institute Inc. Carolina do Norte, Estados Unidos). O nivel de
significancia estabelecido foi 5%. Os grupos de dados que n&o atenderam as
pressuposigdes de normalidade e simetria de distribui¢do foram transformados:
inverso para Ra e raiz quadrada para UFC. Posteriormente, submetidos a analise

de variancia e teste de Tukey.

RESULTADOS

As variaveis rugosidade e energia livre de superficie nao apresentaram
diferenca estatistica quando comparado os grupos com e sem PTFE (Tabela 1,
p>0,05). Foi detectada diferenca estatistica para angulo de contato; a adicao de
PTFE a resina polimerizada pelo ciclo longo resultou em aumento do angulo

(Tabela 1, p<0,05).
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Tabela 1: Médias e desvios-padrao de rugosidade, angulo de contato e energia

livre de superficie (n=10):

RugosMa’d:e ﬁ.ngulo de contato Enerdin ll.vr.e €
de superficie ©) superficie
(um) (erg/em®)
Classico Controle 0,43 = 0,13a 62,85 +2,31% 43,69 +1,52a
Classico 2% PTFE 0,46 + 0,23a 66,39 + 2,46b 44,50 +1,70a
QC-20 Controle 0,41 +£0,18a 64,61 + 2,687 44,28 + 2,67a
QC-20 PTFE 0,48 +0,23a 63,69 + 3,72° 43,28 +1,53a

Lefras minasculas indicam diferenca estatistica entre presenca/auséncia de PTFE na mesma variavel

analisada (p<0,05).

Nas condicdes experimentais nao foi encontrada diferenca estatisticamente

significante entre as contagens de UFC/mm? dos grupos sem e com adigao de

PTFE (Figura 12, p>0,05).

e I 12963
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N 12000 — — [ |- T I
E 10000 +— == .66]..“_ — e class

8

.5 8000 — — — H class 2%
& 6000 ~— = — D QC-20CTR

4000 - — — - . 5

2000 = I . mQc-202

0 — —__ ..
class CTR class 2% QC-20CTR Qc-202%

Figura 12: Grafico representativo (médiasz DP) de UFC/mm? aderidas a

superficies (n=10)

As imagens de MEV, em ambos 0s grupos analisados foi possivel verificar a

presenca de ranhuras e defeitos na superficie da resina acrilica, supostamente
causada durante o processo de acabamento e polimento dos espécimes (Figura 3).
Regides com presenca de células de microrganismos foram encontradas em
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ambos os grupos analisados validando os resultados encontrados apos sonicacao

de contagem de UFC/mm? (Figura 14).

Figuras 13: Imagem de microscopia eletronica de varredura da superficie
em resina acrilica polimerizada pelo ciclo longo: (A) sem adicao de PTFE (x500) e
(B) com adigcao de 2% de PTFE (x500). A seta indica a presenca de particulas de
PTFE dispersas na matriz de resina acrilica, apresentando morfologia superficial

diferente se comparada a microscopia anterior.

Figuras 14: Imagem de microscopia eletronica de varredura da superficie em

resina acrilica polimerizada pelo ciclo : (A) sem adicao de PTFE (x500) e (B) com
adicao de 2% de PTFE (x500). A seta aponta a presenca de celulas de

microrganismo aderidas a superficie do material.
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DISCUSSAO

No presente estudo os resultados mostram que, embora exista a tendéncia
de diminuicdo do nimero de UFC/mm?® nos grupos com adi¢do de 2% de PTFE,
esta nao foi o suficiente para influenciar na adesao inicial de C.albicans.

Ha diferentes métodos que possibilitam a contagem de células aderidas a
superficie de materiais, dificultando a comparagéo dos resultados obtidos devido
limitagbes inerentes em cada um. O método selecionado neste estudo para
avaliagdo do nimero de células aderidas foi o da contagem dos microrganismos
das supetficies pelo método de vibragéo ultrassénica, proporcionando completa
remogao das células aderidas (Verran et al., 1997), o que n&o € possivel por meio
de processo de lavagem simples, a qual ndo é capaz de eliminar as forcas de
adesao.

Os resultados encontrados referentes a adesdo inicial estdo em
concordancia com estudo in vitro que compara a habilidade de diferentes espécies
de Candida ssp em aderir em resina acrilica e hidroxiapatita, utilizando para
quantificacdo técnica computadorizada de andlise de imagem (Henrique et af,
2004). Porém, quando comparado a estudos que usaram método de contagem em
microscopio de luz (Samaranayake et al., 1980; Moura et al., 2006}, os resultados
foram maiores, o que pode ser atribuido a limitagdo da contagem manuai de
somente alguns campos da 4rea total, sugerindo que o método de contagem pode
inftuenciar no valor numérico final.

As propriedades do substrato, como carga da superficie, energia livre de
supetficie, hidrofobicidade e rugosidade estao relacionadas com o processo de

adesdo inicial de microrganismos (Quirynen et al., 1995; Verran et al.,1897; Colling
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et al., 2005). A adesdo de microrganismos na superficie de biomateriais depende
da estrutura e composigdo da superficie associada as propriedades fisico-quimicas
da superficie celular do microrganismo (Busscher et al., 1984). Desta forma, como
o verificado na Tabela 1, a adicdo de 2% de PTFE né&o foi o suficiente para causar
modificacbes significativas tanto na rugosidade quanto na energia livre de
superficie justificando dessa forma a auséncia de diferenca de adesao de
microrganismo.

Neste estudo a realizagdo do ensaio de adesdo apds a formagéo de pelicula
adguirida com a saliva natural, insere ao estudo a presenca de proteinas como
mucina e a adsorgdo de outras glicoproteinas salivares, influenciando a adeséo
pela presenca de interagdes especificas (Sipahi et al., 2001; Dodds, 2005}).
Estudos mostraram que a saliva é capaz de diminuir a rugosidade e a energia livre
de superficie de resinas acrilicas (Sipahi et al., 2001; Radford et al., 1998),
modificando conseglientemente o comportamento desses materiais frente a
adesdo de microrganismos (Pereira-Cenci et al., 2007), sugerindo dessa forma, um
possivel mascaramento do efeito da adi¢éo do PTFE a resina acrilica.

Entretanto, foi encontrado aumento do valor de éngulo de contato para o
grupo da resina polimerizada pelo ciclo longo com adicdo de 2% de PTFE,
sugerindo a hipdtese que talvez maiores concentracoes de PTFE possam
influenciar nas caracteristicas de superficie. Porém, para isso, como a associagao
de PMMA e PTFE se caracteriza por ser uma blenda polimérica completamente
imiscivel, apresentando morfologia grosseira entre as fases. Assim, sera
necessdria a investigacdo e uso de um agente compatibilizante (Koning et al,

1998).
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Com base na imponténcia de quadros clinicos de candidose, especialmente
as recotrentes, que possuem a peculiaridade da dificuldade de tratamento
(Samaranayake et al., 2002), focar no desenvolvimento de materiais gue diminuam
a colonizacdo de microrganismos, agindo como um fator coadjuvante na
diminuicao do risco destas infecgdes se faz interessante no momento (Francolini ef
al., 1995, Jansen, 1990).

A adesdo de Candida na mucosa oral &€ o pré-requisito para o
estabelecimento da infecgdo, culminando no quadro de candidiase oral
(Samaranayake et al., 2002). Considerando as limitagbes inirinsecas ao estudo,
apenas a adesdo inicial foi testada, entretanto mais pesguisas devem ser
realizadas objetivando a avaliagdo desse material quando submetido a formagao

de biofilme.

CONCLUSAO

Com base nos resuliados acima descritos € possivel concliuir que a
concentracio de 2% de PTFE néo foi suficiente para produzir alteragoes
superficiais e redugdo na adesdo inicial de Candida albicans. Sugere o
desenvolvimento de outros estudos focados no aumento da porcentagem de PTFE
na resina acrilica, desde que um agente compatibilizante seja usado com o objetivo

de melhorar a interface entre os polimeros.
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Anexo 1

Certificado do Comité de Etica em Pesquisa — FOP/Unicamp
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