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CONTEXTUALIZAGAO

De acordo com a Organizacdo mundial da Saude (2001), o edentulismo é
considerado uma deficiéncia fisica, comparada a auséncia de partes importantes do corpo®.
Traz como consequéncias dificuldades na realizacdo de tarefas rotineiras, como falar e
comer.

Dentre as formas de reabilitacdes orais mais comuns, as técnicas que utilizam resina
acrilica sdao amplamente utilizadas no mundo todo. Porém, apesar dos beneficios da
mastigacdo, fala e etc, essas préteses podem trazer maiores problemas, devido a falta de
higiene, manutengdo e qualidade do material utilizado.

De acordo com Coultheaite e Verran (2007)3, patégenos respiratdrios preferem
colonizar superficies duras do que o tecido mole, sendo as préteses consideradas apoios
para crescimento de microorganismos e desenvolvimento de placa bacteriana.

Le Bears et al. (2015)* fizeram uma revisdo de literatura sobre a relacdo entre
proteses totais e outras desordens sistémicas, como cancer, doencgas pulmonares, diabetes,
doencas cardiovasculares, doencas gastricas entre outras. Os achados indicam que
pacientes com desordens sistémicas, e, especial os com doencas no sistema digestivo, ou
pulmonares, que fazem uso de prétese total encontraram mais frequentemente Candida
albicans dentro da cavidade oral, em comparag¢ao com individuos saudaveis, e reforcam a
importancia da atencdo para a higiene oral.

Para se ter uma ideia da influéncia dos microrganismos nas patologias orais, é

1.2° Nessa pesquisa, foi

importante citar um estudo realizado em 2011, por Gendreau et a
constatada que a prevaléncia de estomatite protética pode variar de 15% a 70% dos
usudrios de proteses, dependendo das condicdes dos niveis de higienizacao.

Além dos fatores relacionados a saude, é preciso mencionar o fato de que os
microrganismos influenciam nas propriedades fisicas das proteses. Essas alteracdes geram
diminuicdo da resisténcia, aumento da rugosidade, mudancas de cores, e
consequentemente, pior qualidade de vida para o paciente reabilitado.

Em 20017, Lefebvre, atentou para os problemas de contamina¢gdo com
microorganismos em proteses removiveis, focando-se em Candida albicans, e investigou a

incorporagao de triclosan nas superficies de dentaduras. Utilizando discos de 5x1mm, com e

sem o revestimento de triclosan, inseridos em meio com cepas de C. albicans. Apds a



contagem de colOnias, e andlise estatistica, concluiu que a adicdo do produto ndo alterou
significativamente a citotoxicidade das préteses, nem reduziu a aderéncia dos
microrganismos.

Um estudo in vitro, feito por Lamfon et al. (2005)°, analisando a susceptibilidade de
biofilme em dentaduras a agentes antiflingicos, demonstrou que a exposicdo a agentes
isolados como miconazol, fluconazol ou clorexidina, ndo inibiram o crescimento de Candida
spp. O uso combinado de miconazol e clorexidina reduziu o crescimento de Candida, porém
também ficou evidenciado o aparecimento de microrganismos resistentes aos agentes.

Peracini A., em 2009°, examinou o efeito de higienizadores de dentaduras nas
propriedades fisicas de resinas acrilicas termopolimerizaveis. Para isso, utilizou-se de
sessenta espécimes fabricados com resina acrilica, imersos em diversos limpadores de
dentaduras, simulando 180 dias de uso do produto. Os espécimes foram analisados
utilizando-se colorimetros para observar mudancgas de cores, rugosimetros para observar as
mudancas na superficie e o teste de flexdo de 3 pontos, para analisar a elasticidade. Foi
observada mudancas de cor, rugosidade superficial e resisténcia. Concluiu-se que ocorreram
mudancas perceptiveis na coloracdo, aumento da rugosidade superficial e diminui¢do da
resisténcia das resinas acrilicas apds a utilizacdo dos produtos.

Straioto® ,em 2010, tentou incorporar o polimero politetrafluoretileno em resina
acrilica, para alterar as propriedades mecanicas da resina. Analisou-se a dureza, resisténcia,
e forca de impacto de resinas. Para isso, foram produzidos blocos de resinas com diferentes
tempos de polimerizacdo, que foram divididos em 4 grupos, separados pelo tempo de
polimerizacdo e pela presenca ou ndo do polimero estudado. 40 blocos (10 de cada grupo)
foram utilizados em cada teste. Foi concluido que o polimero ndo causou mudangas
positivas na resina.

Silva et al.?, investigaram o uso de vinagre como agente antimicrobiano em préteses
totais. Para tal, instruiram cinquenta e cinco pacientes, selecionados apds entrevistas e
exames clinicos detalhados, a manter as dentaduras imersas em solucdo de vinagre, durante
toda a noite, por 45 dias. Foram colhidas amostras de saliva dos pacientes, antes e apds o
experimento, para contagem de CFU/ml. Concluiu-se que os banhos na solug¢do de vinagre,
apesar de ndo eliminarem a C. albicans da saliva, ou das proéteses, reduziu a carga
microbiana, o que foi correlacionado com uma reducdo dos casos de estomatite causada

por C. albicans.
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Percebe-se que existe um esforco constante, de vdrios anos, para desenvolver
resinas de maior qualidade e um método eficaz de limpeza ou alteragdao na composicao das
resinas, para que a carga bioldgica das préteses seja reduzida com maior facilidade. Apesar
do esforco, os resultados ainda deixam a desejar, tendo em vista que as alteracGes nao
apresentam melhoras significativas para os usuarios finais das préteses.

Em 2016, Yarborough' realizou uma revisdo sistematica avaliando estudos que
apresentavam métodos de limpeza das préteses, que tinham como objetivo o de reprimir o
aparecimento de estomatite protética. Os estudos que apresentam sucesso na reducao da
quantidade de microrganismos presentes nas proteses estdo, geralmente, relacionados a
métodos de limpeza quimicos ou que dependem da destreza e disciplina do usuario da
protese'’. Tendo em vista que grande parte dos pacientes reabilitados sdo idosos, e por
consequéncia podem ter diminuicdo das habilidades técnicas necessarias para uma
desinfeccdo efetiva, é de grande importancia o desenvolvimento de préteses em que a
diminuicdo da carga bioldgica independe da disciplina do paciente, e seja inerente as
caracteristicas fisicas da propria prétese.

Em 2016 Mogensen et al.? avaliaram o uso do diéxido de silicio como camada de
revestimento em superficies hospitalares. Nesse estudo in situ, foram analisados cinco
revestimentos diferentes, entre eles o didxido de silicio, adicionados em descansos de braco
no departamento de problemas pulmonares do Hospital Vendsyssel, na Dinamarca. Os
microrganismos dessas superficies foram analisados durante um periodo de 3 semanas, por
meio de contagem de unidades formadoras de colénias por cm?, e concluiu-se que as
superficies revestidas com diéxido de silicio foram as Unicas capazes de serem limpas em
um nivel aceitdvel, abaixo do limite critico, ao passo que as outras superficies analisadas
nao.

Pesquisas sao necessarias para o desenvolvimento de técnicas as quais permitam
que as proteses sirvam unicamente para reabilitacdo, sem o risco de se tornarem um

reservatorio de patégenos, podendo trazer riscos aos pacientes que necessitam utiliza-las.
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RESUMO

A presenca de biofilme sobre proteses dentarias confeccionadas em resina acrilica,
pode provocar em prazo, mau halito e inflamagdo gengival. Uma superficie que
dificulte a aderéncia microbiana pode ter um efeito benéfico. O objetivo deste estudo
foi avaliar o efeito do uso do dioxido de silicio aplicado sobre a resina acrilica, na
adesao de microorganismos. Foram confeccionados cento e vinte e seis blocos
(5X5mm) de resina acrilica térmicamente ativada. Inicialmente, os blocos foram
avaliados quanto a rugosidade superficial, por meio do perfildbmetro. Todos os
espécimes foram, entdo, aleatoriamente divididos em 2 grupos: GCT (controle) e
GVL (experimental), impermeabilizacdo com uma solugédo de didxido de silicio. Um
espécime de cada grupo teve a superficie observada em microscopia eletrénica de
varredura, e dois espécimes de cada grupo, aleatoriamente selecionados, tiveram
analise do angulo de contato para verificar a hidrofobicidade do material. Num
segundo momento, foram confeccionados dispositivos palatinos de resina acrilica
para 20 voluntarios, contendo 6 amostras, 3 de cada grupo (N=60), para uso
durante 2 dias. ApoOs esse periodo foi quantificado o biofilme formado através de
ensaios avaliando a atividade metabdlica mitocondrial pela redugao do sal tetrazolio
(XTT), e biomassa total através de ensaio com cristal violeta (CV). Os resultados
foram submetidos ao teste de normalidade de Barllet e modelo Gamma com efeito
aleatorio para a variavel resposta. A atividade metabdlica produzida pelos
microrganismos no biofilme sobre os blocos tratados com o didxido de silicio foi
significativamente menor que aquela produzida sobre os blocos controle (p=0,02).
Com relagdo a quantidade de matriz extracelular produzida pelos microrganismos
(pelo método do CV) nao houve diferenca entre o GCT e o GVL. Conclui-se que a
aplicacdo de uma camada de revestimento a base de didxido de silicio sobre a
resina acrilica termicamente ativada reduziu a atividade do biofilme polimicrobiano
formado in situ. Este procedimento pode ser vantajoso em pacientes portadores de
proteses totais convencionais ou protocolos sobre implantes confeccionados em
resina acrilica e que apresentam dificuldade motora para realizar a higienizagdo das

mesmas.
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ABSTRACT

The presence of biofilm on the acrylic resin dental prostheses may cause, over time,
bad breath and gingival inflammation. A surface that hinders microbial adherence
can have a beneficial effect. The objective of this study was to evaluate the influence
of the silicon dioxide applied on the acrylic resin in the adhesion of microorganisms.
One hundred and twenty blocks (56X5mm) of thermally activated acrylic resin were
made. Initially, the blocks were evaluated for surface roughness, using the
profilometer. All specimens were then randomly divided into 2 groups: GCT (control)
and GVL (experimental), waterproofing with silicon dioxide (LiquidGlass Shield,
TOPTEK Equip. Ltda). One specimen from each group had the surface observed in
scanning electron microscopy, and two specimens from each group, randomly
selected, had contact angle analysis to verify the hydrophobicity of the material.
Secondly, acrylic resin palatine devices containing 6 samples, 3 of each group (N =
60) were made and 20 volunteers used them for 2 days. After this period, the biofilm
formed by assaying the metabolic activity with reduction of phenylamino and XTT,
and total biomass through the crystal violet (CV) assay, were quantified. The results
were submitted to the Barllet normality test and Gamma model with random effect for
the response variable. The metabolic activity produced by the microorganisms (XTT)
in the biofilm on the blocks treated with the bioglass was significantly lower than that
produced on the control blocks (p = 0.02). Regarding the amount of extracellular
matrix produced by the microorganisms (by the CV method) there was no difference
between the GCT and the GVL, since the "p" value was at the border of the level of
significance (p = 0.05). It was concluded that the application of a coating layer based
on silicon dioxide on the thermally activated acrylic resin reduced the activity of the
polymicrobial biofilm formed in situ. This procedure may be advantageous in patients
with conventional full dentures or protocols on implants made of acrylic resin and
which present motor difficulties to carry out the hygiene of the prosthesis.

Key words: microorganisms, acrylic resin, cell adhesion
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1 INTRODUGAO

No ultimo levantamento feito em 2010 pela Pesquisa Nacional de Saude Bucal (SB
Brasil 2010), apesar da expressiva diminuicdo do indice de carie em diversas faixas
etarias e do aumento do acesso aos servicos de saude, a populagao continua a
perder seus dentes ao longo da vida'. Em contrapartida, estima-se que dentre
adultos a necessidade de protese acontece em 68,8% dos casos. Entre os idosos
de 65 a 74 anos, apenas 23,5% nao utilizavam préteses superiores. Trabalhos
realizados na Europa concluiram que Finlandia, Grécia, Turquia e Bulgaria tém
aproximadamente um terco de seus idosos edéntulos. Diversos outros paises desse
continente tém aproximadamente 20% de sua populacdo enfrentando o mesmo
problema.®

A resina acrilica € amplamente utilizada na Odontologia®® na fabricagao de proteses
desde 1937, por algumas de suas caracteristicas, dentre as quais se destacam
baixo custo, facilidade de manipulagdo e capacidade de combinagdao de cores?3.
Porém, com o passar do tempo, esse material retém pigmentos e microorganismos
organizados em biofilme capazes de provocar mau halito e inflamagao gengival e
ainda nao foi descoberto um método eficaz capaz para reduzir a aderéncia
microbiana e de pigmentos retidos nas porosidades superficiais da resina acrilica®*.

Varios métodos de limpeza tém sido utilizados para a desinfecgdo®®’ ou alteragao
estrutural, criando-se resinas com propriedades antimicrobianas 3%'°. Apesar de
auxiliarem na diminuicdo de biofilme microbiano das superficies, os métodos podem
alterar negativamente as propriedades fisicas e mecanicas da resina’, influenciando
sua estética e durabilidade. Além disso, exige-se um certo grau de coordenacgao
motora e destreza manual para que a limpeza seja eficaz. Pacientes idosos
frequentemente perdem essa capacidade motora exigida para realizar o
procedimento®. Ademais, os agentes sdo liberados com o passar do tempo,
reduzindo a sua eficacia® °.

Uma superficie impermeavel e lisa € de grande importancia na prevengdo da
retencdo de biofilme'". O dioxido de silicio em escala nanométrica tem sido utilizado

em ambientes hospitalares'. Seu revestimento resulta em uma superficie com
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quantidade de microorganismos macigamente reduzida e facil de limpar.
Atualmente, € possivel encontra-lo na forma de spray, podendo assim ser utilizado
facilmente em clinicas.

O objetivo do presente estudo foi avaliar in situ o uso do diéxido de silicio como uma
camada de revestimento da resina acrilica, a fim de testar a sua eficacia como

agente redutor da retencgao de biofilme polimicrobiano.

2 MATERIAL E METODOS

Inicialmente o projeto foi encaminhado ao Comité de Etica Local (CAAE:
86984317.9.0000.0104) e aprovado sob o parecer 2.698.664 (ANEXO 1).

2.1 Preparacgao dos corpos de prova

Foram produzidos 120 corpos de prova, de resina acrilica termopolimerizavel
(VipiCril Plus, VIPI Industria - Pirassununga, SP, Brasil), nas dimensdées 5mm Xx
5mm. Para isso, o liquido acrilico termopolimerizavel (PALATON, Dencril produtos
odontoldgicos, Pirassununga, SP, Brasil) juntamente com a resina acrilica (VipiCril
Plus, VIPI Industria - Pirassununga, SP, Brasil), foram misturados em um recipiente,
respeitando as proporg¢des indicadas pelo fabricante (6,5ml de liquido para cada 14g
de pd). Apds entrar na fase plastica, o material foi prensado e colocado em uma
polimerizadora termo pneumatica a uma temperatura de 80°C e 100 libras de
pressdo por 10 minutos. O acabamento inicial foi feito com brocas e fresas,

deixando os corpos de prova com dimensdes padronizadas.

2.2 Rugosidade superficial

Considerando a necessidade de uma padronizagdo da rugosidade superficial dos
especimes, os blocos de resina acrilica foram levados a Faculdade de Odontologia
de Piracicaba, onde foram submetidos ao polimento sequencial, inicialmente com
discos de carbeto de silicio de granulagédo #320, 400 e 600 em uma politriz (Aropol
-2V, Arotec S.A. Ind. e Com., Cotia, SP, Brasil) durante 15 segundos e na
sequéncia, com feltros (TOP, RAM and ABOVE-Arotec), e pastas diamantadas (6
um, 3 um-RAM, 1 um- SUPRA-Arotec). Entre cada etapa e apos final do polimento,
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as amostras foram lavadas durante 2 minutos, com agua destilada em um banho
ultrassénico (Biowash STD-Bioart, Sao Paulo, Brasil) para remover possiveis
detritos da superficie.

A rugosidade superficial (um) dos espécimes foi entdo mensurada utilizando-se um
perfilbmetro (Surfcorder SE 1700; Kosaka Laboratory Ltd., Kosaka, Japan), com
precisdo de 0,01mm, calibrado com o comprimento de amostra de 0,8 mm,
percussao de 2,4 mm e 0,5 mm / s (Figura 1). Trés leituras foram realizadas em

cada espécime e o valor da média foi obtido.

Figura 1. Imagem da andlise de rugosidade superficial dos blocos de resina em um perfilometro.

A figura 2 apresenta o fluxograma do experimento
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Figura 2 - Fluxograma do experimento

2.3 Preparacao das amostras e espécimes

Os espécimes foram separados aleatoriamente em dois grupos (N=60: GCT
(controle), resina acrilica; GVL (experimental), impermeabilizado com Didxido de
silicio LiquidGlass Shield (TOPTEK Equipamentos Ltda, Belo Horizonte, Mg, Brasil).
O revestimento dos espécimes com o diéxido de silicio foi realizado conforme as
instru¢gées do fabricante. Inicialmente o frasco foi agitado, pulverizado sobre uma
gaze estéril que auxiliou na aplicagado do produto na superficie da resina. Os blocos

foram armazenados por 24 horas a fim de aguardar o tempo de cura.
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2.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para avaliar as caracteristicas da superficie dos espécimes com ou sem a aplicagao
do dioxido de silicio, um espécime de cada grupo foi fixado em um suporte,
revestido com ouro em atmosfera de argdnio (Figura 3), usando um médulo de ouro
em um evaporador a vacuo. As amostras foram observadas com em um
microscoépio eletrénico de varredura Quanta 250 ™ SEM (ThermoFisher, Waltham,
Massachusetts, U.S) com uma ampliagdo de 1000x. Os testes foram realizados no
Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP), da Universidade Estadual

de Maringa.

Figura 3. Imagem dos blocos de resina revestidos com ouro.

2.5 Angulo de contato
Dois espécimes de cada grupo, aleatoriamente selecionados, tiveram suas
superficies avaliadas de acordo com o grau de hidrofobicidade, na Universidade do
Minho, Braga, Portugal.

O grau de hidrofobicidade (AG,,.) e a energia superficial foram avaliados utilizando

sws)
a abordagem de van Oss et al (1988). onde gotas de um liquido padronizado (agua,
glicerol e bromonaftaleno) sao colocadas sobre a superficie da resina.

A gota gera uma tensdo superficial sobre a resina, e isso resulta em uma angulacao
variavel da propria gota, de acordo com a hidrofobicidade da superficie. A
angulacdo média de cada liquido foi analisada, e a energia da superficie foi
calculada.

A medigado desse angulo foi realizada com um tensiémetro optico (model OCA 15 PLUS,
DATAPHYSICS) equipado com um software de analise de imagem (Attension Theta).

O angulos de contato com a agua foi utilizado como indicagdo qualitativo da

hidrofobicidade da superficie, com angulo menor que 65 °, indicando uma superficie
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mais hidrofilica®*. Cada ensaio foi realizado em triplicata e pelo menos 20 angulos

de contato, por amostra, foram medidos.

2.6 Exposigao in situ

Para a etapa do estudo in situ, 20 voluntarios foram selecionados seguindo os
critérios de inclusdo: fluxo salivar normal, auséncia de caries e/ou doenca
periodontal. Foram excluidos os pacientes fumantes, utilizando dispositivos
ortoddnticos, prétese fixa ou removivel.

A arcada superior dos voluntarios foi moldada com alginato (Jeltrate Dustless,
Dentsply — Rio de Janeiro, Brasil) e os modelos em gesso foram confeccionados em
gesso especial (Durone IV, Dentsply Industria e Comércio. Petropolis — RJ — Brasil).
Sobre os modelos de gesso isolados (Cel-Lac, SS White Artigos Dentarios Ltda)
foram colados seis cubos de silicona de adicdo pesada (Elite HD+, Zhermack
Dental, Roma, Italia) nas dimensdes de 5mm x 5mm x 3 mm com cola a base de
cianoacrilato (Super bonder: Loctite, Henkel Ltda, Sdo Paulo, Brasil) a fim de formar
espacgos para a posterior insercao dos espécimes, que deveriam ficar voltados para
a cavidade oral. O conjunto modelo + blocos de silicona foram novamente isolados
para a confec¢cao dos dispositivos intraorais palatinos (Figura 4) em resina acrilica
autopolimerizavel (JET — Classico Artigos Odontolégicos Ltda., Campo Limpo
Paulista, SP, Brasil).

Os voluntarios foram instruidos a utilizar o dispositivo durante todo o dia, retirando
durante as refeigbes, ingestdo de liquidos (exceto agua) e higienizagdo. Durante
esses periodos, os dispositivos foram armazenados em recipiente com gaze
embebida em agua destilada. Os voluntarios foram orientados a ndo submeté-los a
solugdes contendo fluor, sendo que a higienizacdo do dispositivo deveria ser feita
apenas na sua porgao interna. Na manha do 2° dia os dispositivos foram entregues

aos pesquisadores para a remogao dos espécimes e quantificacao de biofilme.
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Figura 4. Imagem do dispositivo palatino, com espagos destinados aos blocos de resina.

2.7 Quantificagao do Biofilme Polimicrobiano

Apds a remocao dos dispositivos, 3 de cada paciente, os espécimes foram
retirados e o biofilme formado foi quantificado pelos métodos classicos de avaliar a
viabilidade celular (Pierce et al,) e biomassa total (O’Toole em 2011) do biofilme
formado sobre as superficies testadas, sendo realizado no laboratério de Micologia

Médica da Universidade Estadual de Maringa.

2.8 Viabilidade celular

Para avaliar a viabilidade celular (quantificacdo e células viaveis no biofilme) foi
realizado utilizado o reagente 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5- sulfofenil) -5- (fenilamino)
-carbonil-2H-tetrazolium-hidréxido (XTT; Sigma-Aldrich, EUA). Cada espécime foi
retirado do dispositivo palatino e colocado individualmente em um pog¢o de uma
placa de 96 pocos. Um volume de 200 pl de solugcdo final de XTT foram
adicionados a cada pog¢o e incubados por 3 h a 37 °C sob agitacédo a 110 rpm. A
solugdo final XTT foi preparada com 10 ug / pl de Metosulfato de Fenazina (PMS)
(Sigma-Aldrich, EUA). Depois, a absorbancia foi medida em espectrofotometro
(SpectraMax Plus 384, EUA) a 490 nm. Os valores de absorbancia foram
padronizados por unidade de area do pogo (absorbancia / cm?) (Figura 5a). Como
controle negativo foi utilizado um espécime que nao entrou em contato com o
paciente. Os valores de absorbancia dos pogos de controles negativos foram
subtraidos dos valores dos pogos de teste para considerar qualquer absorbancia de

fundo’.
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2.9 Biomassa total

Para avaliar a biomassa total (matriz extracelular e numero de células), os mesmos
espécimes que passaram pela reducdo de XTT, foram relocados para uma nova
placa de 96 pocos, onde foram fixados com 200 uyl de metanol a 100% (v / v),
durante 15 minutos. Os espécimes foram corados com uma solucéo de violeta de
cristal a 0,1% v / v (CV; Sigma-Aldrich, EUA) por 5 min. Posteriormente, os
espécimes foram lavados duas vezes com agua estéril Milli-Q e descorados com
acido acético (33% v / v). Por fim, 100 yl da solugdo de descoloracdo de cada
amostra foram transferidos para uma nova placa e medidos com um leitor de placa
de espectrofotébmetro (leitor de microplacas SpectraMax Plus 384, EUA) a 620 nm
(Figura 5b). Foram utilizados espécimes que nao entraram em contato com
pacientes como controle negativo. Os valores de absorbancia dos controles
negativos foram subtraidos dos valores dos pogos de teste para minimizar a
interferéncia de fundo. A coloracdo CV foi utilizada para avaliar a quantificacdo da
biomassa total, composta por leveduras e componentes da matriz, e os valores
finais de absorbéancia foram padronizados de acordo com a area (absorbancia /

Cm2)13.

Figura 5b

Figura 5 - Imagem da placa de 96 pocos apds preparo com XTT (figura 5a), e a placa de 96
pocos apods preparo com CV (figura 5b).
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3 ANALISE ESTATISTICA

Para o calculo do tamanho amostral utilizou-se dados preliminares da amostra piloto
Adotou-se a distdncia de Cohen para avaliar o tamanho do efeito. Como
consequéncia, obteve-se para um poder de teste 85%, um n = 19, considerando

nivel de significancia de 5% e tamanho do efeito 0.73.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Barllet e, ndo apresentaram
distribuicdo normal. O fato de cada individuo receber 3 réplicas de blocos na boca,
sugere que ha uma variabilidade inerente a cada paciente que possivelmente
interfere na variavel resposta. Para acomodar estas caracteristicas, adotou-se a
metodologia de modelos generalizados mistos, e uma vez que os dados apresentam
uma assimetria positiva, adotou-se um modelo Gamma misto. Isso significa dizer,
que foi considerado a variabilidade dos tratamentos como efeitos fixos e a
variabilidade inerente ou latente de cada individuo como efeito aleatério.
Estabeleceu-se um nivel de significancia de 5%. As analises foram executadas no
software R i386 3.0.2.

4 RESULTADOS

Os valores da rugosidade superficial dos espécimes (0,47 + 0,06um)
apresentaram-se conforme sugerido na literatura por Lima et al. (2006).
As fotomicrografias obtidas pelo MEV da superficie da resina acrilica no grupo

controle (GCT e tratado com o vidro liquido (GVL) sao apresentadas na figura 6.

Apesar da superficie da resina acrilica na figura 6b ter recebido a aplicagao do vidro
liquido, isso nao foi perceptivel no MEV uma vez que o diéxido de silicio forma uma

cobertura homogénea, de aproximadamente 100nm.
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Figura 6 - Imagem feita pelo microscépio eletrénico de varredura da superficie dos
blocos de resina acrilica controle (GCT) e tratados com o diéxido de silicio (GVL).
(magnificagdo 1000x).

Os valores calculados para a avaliagdo do angulo de contato formado entre uma
gota de liquido e a superficie dos blocos de resina acrilica nos 2 grupos sao

apresentados na tabela 2.

Tabela 2 - Angulo de contato com a agua (8), parametros de tensdo superficial (y +,
Y-) e grau de hidrofobicidade (AG,,,) dos blocos de resina acrilica no grupo controle
(GCT) e tratado com didxido de silicio (GVL). Os valores estao representados pelas
médias * desvios-padrao de trés experimentos independentes para cada condigao.

Grupos Parametros de superficie
0 (°) v 4 AGg,s
(mdm?) (mIm?)  (mIm2)
GCT 1041+ 12,0 14,4 -9,5
2,8
GVL 114,3 £ 2,1 1,6 -54,4
4.4
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O calculo de hidrofobicidade apresentou AG,,, Total de -9,5 no grupo controle
(GCT), e se mostrou menor (-54,4) no grupo com dioxido de silicio (GVL),
demonstrando assim, mais hidrofébico o grupo GVL. Em relagdo a capacidade de
doar e receber elétrons (y (mJm?) e y* (mJm2) houve mudanga na polaridade, em
que o grupo controle (GCT) havia menor y* (12,0) e maior y” (14,4) e o grupo tratado
(GVL) apresentou maior y* (2,1) e menor y (1,6), alterando assim a superficie de
polar para apolar.

Os resultados da analise da atividade metabdlica do biofilme (XTT) e da analise com
Cristal Violeta da matriz extracelular produzida pelos microrganismos para os
grupos controle (GCT) e tratado com diéxido de silicio (CVL) sdo apresentados na
tabela 3.

Tabela 3: Avaliagdo da atividade metabdlica e biomassa total dos biofilmes dos
grupos controle (GCT) e experimental (GVL).

Teste Grupo Média Desvio padrao p-valor
GCT 0,44 10,44
Atividade 0,02
metabdlica GVL 0,34 +0,38
GCT 0,73 10,44
Biomassa 0,05
total GVL 0,79 +0,45

p-valor: considerado significancia P< 0,05

A atividade metabdlica produzida pelos microrganismos no biofilme sobre os blocos
tratados com o diéxido de silicio foi significativamente menor que aquela produzida
sobre os blocos controle (p=0,02). Entretanto em relagdo a biomassa total n&o
houve diferenga significativa (p=0,05)

5 DISCUSSAO

Até onde sabemos, este € o primeiro trabalho avaliando o efeito do didéxido de
silicio como camada de revestimento de superficies de resina acrilica na adesao de
biofilme, em um estudo in situ. Os resultados demonstraram que os blocos de
resina acrilica revestidos com dioxido de silicio apresentaram-se com menor energia
livre (GCT vs GVL, -9,5 vs -54,4) e maior angulo de contato (GCT vs GVL, 104,05°
vs 114,274°). Os resultados da analise da atividade metabdlica do biofilme (XTT)
apresentaram diferencgas estatisticamente significantes, porém a analise da matriz
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extracelular (CV) ndo apresentou diferengas significativas entre os grupos GVL e
GCT.

A metodologia estatistica adotada foi um modelo Gamma, uma vez que o0s
dados ndo seguem uma distribuicdo Normal. E além disso, como cada paciente
recebeu trés placas na boca, € intuitivo supor que ha uma correlacio inerente entre
elas. Para acomodar esta caracteristica, adotou se um modelo Gamma com efeitos
aleatdrios no individuo.

Estudos prévios™ indicam a necessidade da padronizagdo da rugosidade das
superficies, com médias maiores que 0,2 ym, a fim de permitir a avaliagdo do
acumulo de microorganismos. As superficies analisadas nesse estudo
apresentaram média de 0,47um. Esse dado €& de extrema importancia, pois
demonstra a padronizacdo das superficies, possibilitando assim a adesao de
microrganismos de forma uniforme, reduzindo as variaveis que poderiam afetar os
resultados do estudo.

A topografia de superficie, analisada pelo MEV, foi semelhante nos dois
grupos, mesmo com aumentos de 1000x. O dioxido de silicio forma uma camada
fina e homogénea em toda a superficie, sem modificar as caracteristicas visuais da
resina acrilica, o que representa uma grande vantagem do produto aplicado..

A metodologia de Van Oss'" foi empregada nesta pesquisa, com a finalidade
de avaliar o angulo de contato, ou angulo de umecténcia de cada superficie e, como
consequéncia, apresentar resultados que permitissem a analise da molhabilidade de
cada superficie. Nessa metodologia, gotas de diferentes liquidos, previamente
padronizados, foram inseridas nas superficies analisadas. A média de cada liquido
foi calculada e, com base nessas informagdes, a energia superficial foi definida.
Pode-se dizer que em ambos os grupos as superficies demonstraram-se
hidrofdbicas quando foram analisadas as gotas de agua e glicerol, que se situam
entre 90° < B < 180°. Na gota de bromonaftaleno, as superficies apresentaram maior
molhabilidade com angulacdo média de 48,3°, no grupo GCT, e de 64,65° no grupo
GVL.

A superficie com menor angulo de contato apresenta maior energia livre,
sendo mais hidrofébica. Em superficies com alta energia livre, o liquido interage
com a mesma por meio de ligagbes quimicas, ao passo que em superficies com
baixa energia livre os substratos se ligam por meio de forgas. As ligagcées quimicas
sdo mais fortes do que as forgas, isso faz com que maior energia livre seja mais
hidrofilica do que baixa energia livre."® Nas superficies com alta energia de contato,
o liquido se espalha mais, criando um angulo de contato menor. O calculo de
energia livre apresentou o grupo GVL com menor energia livre (AG,,.-54,4) do que
o grupo GCT (AG,.- -9,5). Esses resultados séo de extrema importancia, pois
possibilitam constatar que o didxido de silicio esta na superficie e causa alteragdes
na mesma, uma vez que essas alteracbes nao foram perceptiveis nas
fotomicrografias, e indicam que as superficies tratadas com o produto se
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apresentaram mais hidrofébicas do que o grupo controle, o que pode desfavorecer a
adesdo microbiana. Quanto a mudanga de polaridade, que é relagao da capacidade
de doar e receber elétrons (y (mdm?) e y* (mJm2)) da superficie, os resultados
apresentados nesse estudo tem relacéo direta com a baixa formacgao de biofilme na
superficie. A adesdo de microorganismos pode ser considerada a primeira etapa
para a formacado de biofiimes em superficies abidticas, e a mudanca de energia
livre, que alterou a polaridade da superficie avaliada, tornando-a repulsiva, pode ter
resultados diretos na formacgao do biofilme polimicrobiano.

A resina tratada com dioxido de silicio nos experimentos in situ apresentou
significativamente menor atividade celular, ou seja menos numero de
microrganismos aderidos, em relagdo ao grupo controle (n&do tratado). Pois o
principio da técnica de redugédo do XTT esta na capacidade de células ativas em
metabolizar o sal tetrazdlio, tornando-os compostos coloridos, indicando a
viabilidade do metabolismo do biofilme microbiano 2> 23, Ja para a analise de
biomassa total com corante cristal violeta o grupo GCT apresentou uma média
levemente menor que o grupo GVL, mas sem diferenga estatisticamente
significante, ou seja, ndo houve diferenca de biomassa total entre os materiais
(tratado e n&o tratado). O método de CV é amplamente utilizado para detecg¢do de
biomassa total de biofiimes mono e polimicrobianos, quantificando todas as
estruturas que compdem o biofilme (matriz polissacaridica e microrganismos).
Nesse sentido, pode-se inferir que a superficie tratada ha um menor numero de
microrganismos aderidos (pela técnica do XTT), porém a mesma quantidade de
biomassa total, especificamente a matriz extracelular (pela técnica do CV). &
importante ressaltar que ambos os testes utilizados nesta pesquisa sdo amplamente
empregados para avaliar diferentes biofilmes microbianos ?* 25, entretanto um viés
que deve ser citado na técnica de CV, isoladamente, é a incapacidade de definir a
massa de biofilme de células mortas ou vivas, visto que o cristal violeta é capaz de
corar ambas 2 2", Por isso, seus resultados devem ser correlacionaveis com o XTT.
Além disso, nao foi possivel especificar quais 0os microorganismos estavam
presentes no biofilme e nem sua estrutura.

Pode-se notar que as limitagdes das técnicas foram minimizadas com as
correlagdes entre os métodos que se complementam e nos permitiram fazer uma
analise critica e eficaz sobre os grupos analisados. Apesar de estudos in situ
apresentarem maior quantidade de variaveis, nesta pesquisa foi possivel reduzi-las
com a selecao criteriosa de voluntarios, a padronizagao das resinas, com a analise
realizada em ftriplicata e o modelo estatistico Gamma, que foi adotado para
acomodar as caracteristicas aleatorias, inerentes a um estudo realizado com
voluntarios.

A. F. Wady et al?, utilizaram um ensaio com XTT para avaliar a ades&o
Candida albicans e a formacao de biofiime em dentaduras feitas com resina acrilica
incorporada com nanoparticulas de prata. Nesse estudo, in vitro, foi avaliada a
hidrofobicidade da superficie com a técnica do angulo de contato, e a formacgao e
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aderéncia dos microorganismos pelo ensaio de xtt. Os pesquisadores conseguiram
notar uma reducdo na hidrofobicidade e nenhum efeito na formacgao fungica e
microbiana.

Foi possivel observar que as resinas acrilicas revestidas com dioxido de
silicio apresentaram vantagens significativas sobre as resinas com superficie
convencional, em relacdo a atividade do biofilme polimicrobiano presente sobre
elas. Esses resultados podem ter implicagdes de grande importancia clinica, uma
vez que o didxido de silicio apresenta baixo custo e facil aplicacdo. O presente
estudo, com base em 20 voluntarios, € apenas um primeiro passo para avaliar as
diferencgas clinicas possiveis em pacientes que utilizam préteses convencionais e as
resinas propostas nesse trabalho, mas é um estudo de importancia, considerando o
potencial clinico de suas aplicagoes.

Estudos futuros sdo recomendados para avaliar a duragdo do revestimento
de diéxido de silicio na superficie de resina acrilica, e sua resisténcia a escovagao,
apresentando dessa forma um tempo médio para reaplicagdo do produto.

6 CONCLUSOES

A aplicacdo de uma camada de revestimento a base de dioxido de silicio sobre a
resina acrilica termicamente ativada mostrou reduzir a atividade do biofilme
polimicrobiano formado in situ. Este procedimento pode ser vantajoso em pacientes
portadores de proteses totais convencionais ou protocolos sobre implantes
confeccionados em resina acrilica e que apresentam dificuldade motora para
realizar a higienizagao das mesmas.

29



REFERENCIAS

1) Ministério da Saude. SB BRAZIL 2010: National Research on Oral Health:
main results. Brasilia; 2012. Available from: www.saude.gov.br/bvs

2) Straioto FG, Ricomini Filho AP, Fernandes Neto AJ, Del Bel Cury AA.
Polytetrafluorethylene added to acrylic resins: mechanical properties. Braz Dent J
[Internet]. 2010 Jan [cited 2017 Sep 8];21(1):55-9.

3) Anne G, Bindu Oliganti S, Atla J, Budati S, Manne P, Chiramana S. The effect
of aluminum oxide addition on the flexural strength of heat activated acrylic resin: An
in vitro study. J Dr NTR Univ Heal Sci [Internet]. 2015 Jan 1;4(1):21-3.

4) Cunha TR, Regis RR, Bonatti MR, Souza RF de. Influence of incorporation of
fluoroalkyl methacrylates on roughness and flexural strength of a denture base
acrylic resin. J Appl Oral Sci [Internet]. 2009 Apr [cited 2017 Sep 8];17(2):103—7.

5) Peracini A, Davi LR, de Queiroz Ribeiro N, de Souza RF, da Silva CHL, de
Freitas Oliveira Paranhos H. Effect of denture cleansers on physical properties of
heat-polymerized acrylic resin. J Prosthodont Res [Internet]. 2010 Apr [cited 2017
Sep 8];54(2):78-83.

6) Pinto TMS, Neves ACC, Ledo MVP, Jorge AOC. Vinegar as an antimicrobial
agent for control of Candida spp. in complete denture wearers. J Appl Oral Sci
[Internet]. 2008 Dec [cited 2017 Sep 8];16(6):385-90.

7) Altieri KT, Sanita PV, Machado AL, Giampaolo ET, Pavarina AC, Jorge JH, et
al. Eradication of a Mature Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
Biofilm From Acrylic Surfaces. Braz Dent J [Internet]. 2013 Oct [cited 2017 Sep
8];24(5):487-91.

8) Lefebvre CA, Wataha JC, Cibirka RM, Schuster GS, Parr GR. Effects of
triclosan on the cytotoxicity and fungal growth on a soft denture liner. J Prosthet Dent
[Internet]. 2001 Apr [cited 2017 Sep 8];85(4):352—6.

10) Casemiro LA, Martins CHG, Pires-de-Souza F de CP, Panzeri H.
Antimicrobial and mechanical properties of acrylic resins with incorporated silver-zinc
zeolite - part I. Gerodontology [Internet]. 2008 Sep [cited 2017 Sep 8];25(3):187-94.
11)  Santos RL dos, Pithon MM, Carvalho FG, Ramos AA dos S, Romanos MTV,

Santos RL dos, et al. Mechanical and Biological Properties of Acrylic Resins

30



Manipulated and Polished by Different Methods. Braz Dent J [Internet]. 2013 Oct
[cited 2017 Sep 8];24(5):492—-7.

12)Mogensen JE, Jargensen P-E, Thomsen TR. A microbiological evaluation of SiO
2 -coated textiles in hospital interiors: The effect of passive coatings on the cleaning
potential of interior textiles. J Ind Text [Internet]. 2016;46(2):361-71.

13) O’Toole, G.A., 2011. Microtiter dish biofilm formation assay. J. Visualized Exp.
30,pii: 2437.

14)  Pierce, C.G., Uppuluri, P., Tummala, S., Lopez-Ribot, J.L., 2010. A 96 well
microtiter plate based method for monitoring formation and antifungal susceptibility

testing of Candida albicans biofilms. J. Visualized Exp. 21, pii: 2287.

15)  Carvalho, J. C., & Schiffner, U. (2018). Dental Caries in European Adults and
Senior Citizens 1996-2016: ORCA Saturday Afternoon Symposium in Greifswald,
Germany - Part Il. Caries Research, 53(3), 242—-252.

16) Lima EMCX, Moura JS, Cury AADELBEL, Garcia RCMR. Effect of enzymatic
and NaOCI| treatments on acrylic roughness and on biofilm accumulation.
2006;(5):356-62.

17) Van Oss, C. J., Good, R., Chaudhury, M., 1988. Additive and nonadditive
surface tension components and the interpretation of contact angles, Langmuir 4,
884-891.

18) Bollen CML, Lambrechts P, Quirynen M. Comparison of surface roughness of
oral hard materials to the threshold surface roughness for bacterial plaque retention:
a review of the literature. Dent Mater. 1997;13:258-269.

19) de Gennes, P. G. (1985). Wetting: statics and dynamics. Reviews of Modern
Physics, 57(3), 827-863. http://doi.org/10.1103/RevModPhys.57.827

20) STEPANOVIC, S. et al. Quantification of biofilm in microtiter plates: overview
of testing conditions and practical recommendations for assessment of biofilm
production by staphylococci. APMIS. v.115, n.8, p.891-899, 2007.

21) PANTANELLA, F. et al. Analytical techniques to study microbial biofilm on
abiotic surfaces: pros and cons of the main techniques currently in use. Ann 1g.v.25,
n.1, p.31-42, 2013.

31



22) KOBAN, l.et al. XTT assay of ex vivo saliva biofilms to test antimicrobial
influences. GMS Krankenhaushygienelnterdisziplinar., v.7, n.1, p.1-10, 2012.

23) PIERCE, C.G. et al. A simple and reproducible 96 well plate-based method
for the formation of fungal biofilms and its application to antifungal susceptibility
testing. Nat Protoc, v.3, n.9, p.1494—-1500, 2008.

24)Vogler EA. Structure and reactivity of water at biomaterial surfaces. Adv Colloid
Interfac 1998; 74: 69-117.

25)Monteiro DR, Silva S, Negri M, Gorup LF, Camargo ER de, Oliveira R, et al.
Silver nanoparticles: influence of stabilizing agent and diameter on antifungal activity
against Candida albicans and Candida glabrata biofilms. Letters in Applied
Microbiology. 2012 May 1;54(5):383-91.

26)Wady AF, Machado AL, Zucolotto V, Zamperini CA, Berni E, Vergani CE.
Evaluation of Candida albicans adhesion and biofilm formation on a denture base
acrylic resin containing silver nanoparticles. Journal of Applied Microbiology. 2012
Jun 1;112(6):1163-72.

32



ANEXOS
ANEXO 1 (aprovacédo do COPEP, na ultima pagina)

ANEXO 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa intitulada “Avaliacdo da adesao
de biofilme em superficies de resina acrilica revestidas por dioxido de silicio - estudo
in situ”, que faz parte do curso de Odontologia e é orientada pela prof Dr?® Renata
Corréa Pascotto da Universidade Estadual de Maringa. O objetivo deste estudo sera
avaliar a influéncia do uso do didxido de silicio aplicado sobre a resina acrilica, na
adesdo de microorganismos. Para isto a sua participagao € muito importante, e ela
se daria da seguinte forma: pequenos blocos de resina acrilica serdo esterilizados e
acoplados a dispositivos intra-orais. Esses dispositivos devem ser usados pelos
voluntarios. Dessa forma poderemos quantificar a quantidade de microrganismos
aderidos na superficie da resina acrilica. Os dispositivos intra orais deverao ser
utilizados durante todo o dia, devendo ser retirados durantes as refeicbes e
higienizagdo. Durante estes periodos, os dispositivos deverdo ser armazenados em
recipiente com algodao umedecido com agua deionizada, que sera fornecida pelos
pesquisadores. Vocé nao deve submeter o dispositivo a solugdes contendo fluor

(como é o caso de alguns enxaguatorios bucais), nem escovar o dispositivo e os
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blocos dentarios com escova de dente e creme dental. Os dispositivos deverao ser
higienizados somente com agua corrente. Informamos que podera ocorrer algum
desconforto durante a utilizagdo do dispositivo. Nesse caso, contate os membros
participantes deste estudo para checar a adaptacéo e possiveis ajustes que tenham
que ser realizados. Podera ocorrer, também, a alteragdo da pronuncia de alguns
fonemas em virtude do volume palatino dos dispositivos. Assim que sao retirados da
cavidade bucal, essa alteragdo desaparece. Gostariamos de esclarecer que sua
participacdo € totalmente voluntaria, podendo vocé: recusar-se a participar, ou
mesmo desistir a qualquer momento sem que isto acarrete qualquer 6nus ou
prejuizo a sua pessoa. Este estudo ndo trara beneficios diretos aos voluntarios. A
partir dos dados do presente trabalho, porém, sera possivel avaliar a capacidade de
adesdo de microrganismos em superficies revestidas com dioxido de silicio. Isso
permitira estabelecer uma nova técnica que permita aos pacientes uma forma mais
efetiva de higienizagcédo de proteses confeccionadas em resina acrilica, uma vez que
espera-se que o produto tenha uma agao impermeabilizadora. Caso vocé tenha
mais duvidas ou necessite maiores esclarecimentos, pode nos contatar nos
enderecos abaixo ou procurar o Comité de Etica em Pesquisa da UEM, cujo
enderecgo consta deste documento. Este termo devera ser preenchido em duas vias
de igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e assinada entregue a

VOCé.

BU, (nome por extenso do sujeito de

pesquisa) declaro que fui devidamente esclarecido e concordo em participar

VOLUNTARIAMENTE da pesquisa coordenada pelo
Prof....c.cooi (nome do pesquisador responsavel).
Data:........cooviviiiinni

BU, e (nome do pesquisador ou do membro da
equipe que aplicou o TCLE), declaro que forneci todas as informacgdes referentes ao

projeto de pesquisa supra-nominado.
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Assinatura do pesquisador
Pagina 2 de 3

Qualquer duvida com relagao a pesquisa podera ser esclarecida com o pesquisador,
conforme o enderego abaixo:

Nome: Renata Corréa Pascotto

Endereco: Av. Mandacaru, 1550

(telefone/e-mail):3011-9051/ renatapascotto@gmail.com

Qualquer duvida com relagcdo aos aspectos éticos da pesquisa podera ser
esclarecida com o Comité Permanente de Etica em Pesquisa (COPEP) envolvendo
Seres Humanos da UEM, no endereco abaixo:

COPEP/UEM

Universidade Estadual de Maringa.

Av. Colombo, 5790. Campus Sede da UEM.

Bloco da Biblioteca Central (BCE) da UEM.

CEP 87020-900. Maringa-Pr. Tel: (44) 3261-4444

E-mail: copep@uem.br

Pagina 3 de 3

ANEXO 3
ORIENTACOES AOS VOLUNTARIOS

Vocé esta participando do estudo “Avaliagao da formacgao de biofilme em superficies
de resina acrilica revestidas por didxido de silicio - estudo in situ”. Durante o periodo
experimental, vocé devera:

— Utilizar o dispositivo continuadamente (durante todo o dia), exceto durante as
refeicdes (que devem totalizar no maximo 3 horas diarias);

— Durante a alimentacgao, os dispositivos deverao ser armazenados em recipiente
com algodao umedecido com agua deionizada, fornecida pelos pesquisadores;

— Vocé nao deve submeter o dispositivo a solugdes contendo fluor (como é o caso
de alguns enxaguatdrios bucais), nem escovar o dispositivo e os blocos dentarios

com escova de dente e creme dental;
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— A higiene dental devera ser realizada normalmente apos as refeigbes (café da
manha, almoco e jantar), utilizando dentifricio, fio dental e escova dental;

— Os dispositivos deverao ser higienizados somente com agua corrente;

— N&o ingerir bebidas fora do horario das refeigdes (enquanto estiver com o
dispositivo), exceto agua;

— Na&o ingerir medicamentos durante o periodo experimental,

— Se ocorrer algum desconforto durante a utilizagdo do dispositivo, contacte os
membros participantes deste estudo.

Em caso de duvida, ligar: Rossano — telefones: (44) 99973-0885
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