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Resumo

RESUMO

Hidrofobicidade superficial e colonizacao de Candida albicans sobre resina acrilica
termopolimerizavel para confecciio de bases de proteses totais apos desinfeccio
quimica.

A utilizagdo de solugdes quimicas para desinfec¢do de proteses totais constitui
atualmente uma das op¢des para a manutengdo da limpeza e satide na cavidade oral de
pacientes portadores de dentaduras. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de duas
solucdes desinfetantes (Hipoclorito de sddio 1% e Gluconato de clorexidina 4%), na
hidrofobicidade superficial e adesdao de Candida albicans ATTC 90028 sobre resina
acrilica termopolimerizavel, inicialmente e apds 1, 7, 15 e 30 ciclos de desinfeccao
quimica, além de verificar o efeito da formagao da pelicula adquirida salivar sobre as
duas variaveis avaliadas através de mensuracao de angulo de contato e microscopia de
fluorescéncia. Para a mensuracao da hidrofobicidade superficial 18 espécimes (10 x 25 x
2 mm) foram confeccionados em resina acrilica termopolimerizdvel e desinfetados,
simulando a implementacao de um protocolo de desinfeccao diaria durante 30 dias. Apos
completar o nimero de desinfec¢des de cada um dos periodos avaliados, mensuragdes de
angulo de contato foram feitas antes e depois da formacdo da pelicula adquirida salivar.
Para os testes de adesdo de C. albicans a resina acrilica termopolimerizavel, 180
espécimes (5 x 5 x 1 mm) foram confeccionados em resina acrilica termopolimerizavel e
desinfetados e divididos em vdrios periodos (Inicial-1-7-15-30 ciclos de desinfec¢do).
Apos completar o nimero de desinfecgdes de cada um dos periodos avaliados, foram
feitos ensaios de adesdo de C. albicans utilizando o fluorocromo laranja de acridina para
posterior visualizagdo mediante o uso de microscopio de fluorescéncia. Os dados de
hidrofobicidade superficial foram analisados através do teste paramétrico ANOVA
medidas repetidas e T-Student. Para os resultados de adesao de C. albicans foi utilizado o
teste ndo paramétrico Kruskall Wallis e teste de Dunn. Para correlacionar as variaveis foi
utilizado o teste de Pearson. Os resultados obtidos demonstraram que a imersao da resina
acrilica em solugdes desinfetantes diminui a adesdo de C. albicans e os valores de
hidrofobicidade superficial em todos os grupos apds 30 desinfecgdes quimicas. A

formacao da pelicula adquirida salivar diminui a adesdao de C. albicans e hidrofobicidade
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superficial, em todos os grupos apds 30 desinfecgdes quimicas. Nao existe correlagao
entre os valores de adesdo de C. albicans e hidrofobicidade superficial da resina acrilica
termopolimerizavel apds desinfeccdo quimica, exceto para os grupos controle e

Gluconato de clorexidina 4% prévio a formacao da pelicula adquirida salivar.

Palavras-chave: Candida albicans. Protese Total. Hidrofobicidade. Desinfeccao.



Abstract

ABSTRACT

Surface hydrophobicity and Candida albicans colonization on heat-cure acrylic resin

for denture base after chemical disinfection.

The use of chemical solutions for dentures disinfection currently constitutes one
of the options for the maintenance of the cleanness and oral health of dentures users. The
objective of this study was to evaluate the effect of two disinfecting solutions (Sodium
Hypochlorite 1% and Gluconate chlorhexidine 4%), on the acrylic resin surface
hydrophobicity and adhesion of Candida albicans ATTC 90028 on the heat-cure acrylic
resin before and after 1, 7, 15 and 30 chemical disinfectant cycles. Furthermore to verify
the effect of the formation of the acquired salivary pellicle on the variables, evaluated
through contact angle measurements and fluorescence microscopy. For the surface
hydrophobicity assay, 18 specimens (10 x 25 x 2 mm) had been confectioned in heat cure
acrylic resin and disinfected, simulating the implementation of a daily dentures chemical
disinfection protocol, during 30 days. After each disinfection period, contact angle
measurements were made before and after the acquired salivary pellicle formation. For C.
albicans adhesion assay, 180 specimens (5 x 5 x 1 mm) had been confectioned in heat
cure acrylic resin, chemically disinfected and divided in: Initial, 1, 7, 15 and 30
disinfection cycles. After completed each period of chemical disinfection C. albicans
adhesion analysis had been made using, fluorocrome acridine orange for posterior
visualization by the use of fluorescence microscope. The data of acrylic resin surface
hydrophobicity had been analyzed through parametric test ANOVA repeated measures
and T-Student. For the C. albicans adherence results, Kruskall Wallis no parametric test
and Dunn’s test were used. To correlate the variables Pearson test were used. The results
had demonstrated that the immersion of the heat cure acrylic resin in disinfecting
solutions diminishes the adhesion of C. albicans and the values of acrylic resin surface
hydrophobicity, in all the groups, in a period of 30 cycles. The formation of the acquired
salivary pellicle diminishes the adhesion of C. albicans and acrylic surface

hydrophobicity in all the groups in a period of 30 cycles. Correlation does not exist



Abstract

between the values of C. albicans adhesion and acrylic surface hydrophobicity after
chemical disinfection, except for the Control group and Gluconate chlorhexidine 4%

group before the formation of the acquired salivary pellicle.

Keywords: Candida albicans. Dentures. Hidrophobicity. Disinfection.
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1. INTRODUCAO E SINTESE BIBLIOGRAFICA

Na cavidade oral convivem diversas espécies de microrganismos dentro de um
ciclo bioloégico dinamico. A maioria destes microrganismos, principalmente os
responsaveis pelo aparecimento de processos patologicos, somente podem sobreviver
quando conseguem se aderir a superficies como dentes, mucosa, materiais restauradores,
implantes ou proteses dentarias (QUIRYNEN; BOLLEN, 1995). O mecanismo de adesdo
¢ controlado por um sistema de equilibrio presente na cavidade oral, onde diversas forgas
de remocdao microbiana interferem, através da degluticdo, friccdo pela dieta, lingua,
higiene oral e a autolimpeza da cavidade oral através dos movimentos mastigatorios,
mecanismo denominado de autéclise. (TEUGHELS et al., 2006)

Na cavidade oral, a substituicdo do tecido dental por materiais restauradores
estabelece condicdes para que estas superficies sejam colonizadas por microrganismos;
onde entre outros fatores, a exposi¢do a saliva, a topografia da superficie e a composi¢ao
dos materiais restauradores influenciam na capacidade de adesdo dos microorganismos e
na velocidade de formacao da placa bacteriana. (ABALOS, 2005; TEUGHELS et al.,
2006).

A perda total dos dentes produz alteragdes na vida social do individuo e no
funcionamento do sistema estomatognatico, levando a necessidade da utilizacdo de
proteses totais fixas (sobre implantes) ou removiveis. A protese total removivel € o
método mais accessivel e utilizado para reabilitar pacientes edentados, sendo constituidas
por dentes artificiais presos a uma base de polimetilmetacrilato (PMMA), que promove
suporte, retengdo e estabilidade a esta protese.

Esta base apresenta uma superficie interna irregular que estd em intimo contato
com a mucosa oral e uma superficie externa polida. A superficie interna ¢ de extrema
importincia para os usuarios de dentaduras devido a sua capacidade de atuar como
reservatorio de microorganismos capazes de desencadear processos patologicos nos
tecidos de suporte (BUDTZ-JORGENSEN, 1974; LOCKHART et al., 1999; SUMI et al.,
2003), principalmente quando uma técnica efetiva de higiene das dentaduras e da

cavidade oral nao € habitual.
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1.1 Estomatite por Protese Total

A estomatite por protese total se destaca na literatura como um dos processos
patologicos relacionados aos usudrios de protese total, podendo também ser relatada
como estomatite por dentadura ou estomatite protética (BERGENDAL, 1982; BUDTZ-
JORGENSEN; STENDERUP; GRABOWSKI, 1975; CROCKETT; O'GRADY;
READE, 1992; GUGGENHEIMER et al., 2000; JEGANATHAN; PAYNE; THEAN,
1997; KREHER et al., 1991; KUC; SAMARANAYAKE; VAN HEYST, 1999; KULAK-
OZKAN; KAZAZOGLU; ARIKAN, 2002; MCMULLAN-VOGEL et al., 1999,
SANTARPIA et al., 1990; SCHOU; WIGHT; CUMMING, 1987; VASILAS et al.,
1992), candidiase eritematosa (CROCKETT; O'GRADY; READE, 1992), ferimento por
dentadura “denture sore mouth”(BUDTZ-JORGENSEN, 1978; CROCKETT;
O'GRADY; READE, 1992); estomatite por dentadura associada a Candida (AXELL et
al., 1997, BEAUSEJOUR et al., 1998; CROSS et al., 1998; MAZA et al., 2002,
RADFORD; CHALLACOMBE; WALTER, 1999; SAN MILLAN et al., 2000),
estomatite induzida por dentadura (BUDTZ-JORGENSEN et al., 2000; CUMMING et
al., 1990; EDGERTON; LEVINE, 1992; JENNINGS; MACDONALD, 1990; NIKAWA;
HAMADA; YAMAMOTO, 1998; OHMAN et al., 1995), candidose oral associada ao
uso de dentadura (BUDTZ-JORGENSEN et al., 2000), candidiase atréfica crdnica
(BUDTZ-JORGENSEN, 1978; LYNCH, 1994) estomatite relacionada a
dentadura(BARBEAU et al., 2003). Devido a essa variedade de nomenclaturas,
adotaremos Estomatite por Protese Total (EP) como Unico termo no decorrer deste
trabalho, por considerarmos o mais adequado, sendo também o mais utilizado e
universalmente aceito. (ARENDORF; WALKER, 1987)

A estomatite por Protese Total ¢ definida como um processo inflamatorio da
mucosa oral associada a utilizacdo de protese total removivel. Em 1936 esta patologia foi
relacionada a infec¢do por Candida sp. (BARBEAU et al., 2003) e esta relacdo tem se
confirmado em véarios outros trabalhos (BUDTZ-JORGENSEN, 1970; CEBALLOS;
GONZALEZ-MOLES; URQUIA, 1990; FOTOS; HELLSTEIN, 1992; OLSEN, 1974)

A etiologia da doenga ¢ considerada multifatorial, teoria excelentemente

explicada por arendorf et al 1987, que relata que a infeccdo bacteriana, a irritagdo
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mecanica, o uso continuo da dentadura, a higiene oral deficiente, os fatores associados
com a dieta, a reacdo alérgica aos materiais de confec¢do da protese e condigdes
sistémicas predisponentes podem ser acrescentados a associacdo de Candida sp. no
aparecimento da doenca (ARENDORF; WALKER, 1987). Raramente a doenga se
apresenta sem a presenca de pelo menos um fator predisponente que diminua a
resisténcia do individuo. (IACOPINO; WATHEN, 1992).

Embora a espécie Candida albicans (C. albicans) seja a mais freqiientemente
isolada nos quadros de estomatite (WILLIAMS et al., 1997), podem ser também
identificadas outras espécies em menor propor¢ao como a Candida Tropicallis, Candida
Glabrata, Candida Krusei, Candida Parapsilosis, Candida Guillermondi e Candida
Dubliniensis. (CANNON; CHAFFIN, 1999; FRIDKIN; JARVIS, 1996; SULLIVAN;
COLEMAN, 1998). A C. albicans pode ser classificada como um fungo assexual
diploide (RADFORD; CHALLACOMBE; WALTER, 1999) de forma arredondada ou
ovalada de 3 a 5 pm, gram positiva e com metabolismo principalmente aerobio (URENA,
1995). Pode se apresentar na fase de levedura (indcua) ou fase de hifa ou micelial
(patogénica) (BUNETEL; BONNAURE-MALLET, 1996; ROGERS; BALISH, 1980). E
comumente notada em pacientes portadores de proteses totais, pacientes
imunodeprimidos, que se submeteram a antibioticoterapia ou usudrios de medicamentos
que induzam a xerostomia (BIRMAN, 2002).

Alguns fatores de patogenicidade da C. albicans possibilitam o desenvolvimento
de doencas com maior freqiiéncia do que outras espécies de Candida. Primeiramente
encontra-se na forma de levedura para dar inicio a lesdo, mas variagdes nutricionais €
ambientais modulam, com o tempo, sua conversao para a fase de hifa, aumentando sua
viruléncia, constituindo um bom mecanismo de escape da atividade fagocitica dos
macrofagos (URENA, 1995).

A presenca da Candida sp ¢ considerada uma condi¢dao normal de comensalismo e
ndo necessariamente ¢ indicativo do aparecimento da patologia, pois aproximadamente
40% de individuos em condic¢des saudaveis (RADFORD; CHALLACOMBE; WALTER,
1999) e 75% de usudrios de dentaduras (BUDTZ-JORGENSEN; STENDERUP;
GRABOWSKI, 1975) carregam o microorganismo sem apresentar sinais clinicos de

inflamagao.
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Assim, sua colonizagdo na cavidade oral pode ser definida como a aquisi¢io e
manutengdo de uma populagdo constante de leveduras que ndo desencadeiam nenhuma
patologia clinica (CANNON; CHAFFIN, 1999). Em condicdes fisioldgicas normais,
podem ser encontradas cepas numa média de 300 a 500 células por ml (ARENDOREF;
WALKER, 1980; CANNON; CHAFFIN, 1999)

A prevaléncia de estomatite por protese total tem sido reportada entre 11 a 67%
(ARENDORF; WALKER, 1987). A sua frequéncia aumenta com a idade
(DAVENPORT, 1970). E observada principalmente na mucosa palatina que serve de
suporte para as proteses totais (WEBB et al., 1998), sendo rara a sua manifestacdo no
arco mandibular. Tem sido associada a queilite angular, glossite atrofica, candidose
pseudomembranosa aguda e candidose hiperplasica cronica. A condicao ¢ geralmente
assintomatica, mas quando sinais e sintomas estdo presentes, ¢ relatado sangramento da
mucosa, sensacao de ardor, sabor desagraddvel, boca seca e halitose. (ARENDOREF;
WALKER, 1987)

Existem diversas propostas de diferentes autores (BERGENDAL, 1982;
BERGENDAL; ISACSSON, 1983; BUDTZ-JORGENSEN, 1970) para a classificagdao
das diferentes formas de apresentacdo da estomatite por préotese total. Uma das mais
difundidas ¢ a classificacdo de Newton, (NEWTON, 1962) por ser considerada simples ¢

objetiva. Assim, segundo Newton, a estomatite por protese total ¢ classificada em 3 tipos:

Tipo I refere-se ao estagio inicial, onde se apresentam pontos hiperémicos localizados.
Tipo II. considerada a mais comum dos tipos de estomatite, apresenta-se como um
eritema difuso e edema da superficie mucosa. E demarcada pela area marginal da protese.
A condi¢do nao ¢ dolorosa e pode se associar a queilite angular.
Tipo III: acredita-se que ¢ desenvolvida a partir de uma estomatite tipo Il ndo tratada por
um longo periodo. Apresenta-se como uma regido hiperplasica resultando numa lesdo
nodular associada a areas atroficas, referidas como hiperplasia papilar.

O tipo I esta relacionado principalmente a traumas localizados, de origem
protética, que associado ao acimulo de placa microbiana (bacteriana ou fungica) na

superficie interna da protese total e a mucosa subjacente poderia desencadear um quadro
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patologico difuso (Newton II e III) (ARENDORF; WALKER, 1979; BUDTZ-
JORGENSEN, 1974).

1.2 Fatores relacionados a aderéncia da C. albicans a superficies de dentes e préteses

na cavidade oral.

Os mecanismos de adesdo dos microrganismos na cavidade oral t€ém sido
observados desde épocas passadas, onde diversas caracteristicas e teorias como a
hidrofobicidade (ROSENBERG; KJELLEBERG, 1986), Zeta potencial (OLSSON;
GLANTZ; KRASSE, 1976), energia Gibbs, teoria DLVO que descreve a forga entre duas
superficies carregadas eletrostaticamente ¢ um liquido interposto; e a energia livre de
superficie (ELS) (ABSOLOM et al., 1983); (BUSSCHER, H.; WEERKAMP, 1987)
foram relacionadas a adesdao de microrganismos a superficies duras.

E amplamente reconhecido que o primeiro estagio de coloniza¢io envolve a
adesdo do microorganismo a superficie do hospedeiro (DOUGLAS, 1985) e o
desenvolvimento dos processos patoldgicos na cavidade oral sdo precedidos pela adesao
microbiana. Embora ndo exista uma tunica teoria definitiva que explique o procedimento
fundamental de adesdo microbiana nas superficies orais, (RADFORD;
CHALLACOMBE; WALTER, 1999; TEUGHELS et al., 2006) na literatura existe um

consenso da existéncia de 4 fases no processo de adesao:

Fase I: transporte a superficie
Realizada através de difusdo (movimento Browniano) ou movimento ativo

(Quimiotaxia).

Fase II: Adesao inicial

A distancia de separagdo de pelo menos 50 nm, o microorganismo é atraido para a
superficie pelas forgas de Van der Walls. Mas, se o microorganismo e a superficie
apresentarem cargas similares, como geralmente acontece na cavidade oral, ocorrera uma
repulsdo devido as forcas eletrostaticas repulsivas. As duas for¢as podem ser totalizadas

na energia de interacdo de Gibbs (G ) que descreve a total interagdo a longo alcance,
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quando um microorganismo ¢ a superficie fazem contato e um liquido esta interposto
entre eles. A forca de interacao pode ser calculada através da presungao que as interfaces
microorganismo/liquido e  solido/liquido  serdo  substituidos pela interface
solido/microorganismo. A mudanca em energia livre da adesdo ¢ descrita pela formula
desenvolvida por Absolom (ABSOLOM et al., 1983). Se a mudanca da energia livre for
negativa, a adesdo ¢ termodinamicamente favoravel e serd realizada espontaneamente,
pois naturalmente € preconizada a diminui¢do da energia livre (modelo termodinamico de

adesdo).

Fase I1I: Adesdo

A membrana celular da C. albicans tem duas fungdes principais: manter a forma
da célula e a interagdo com o meio externo. Componentes celulares especificos tém sido
relacionados a adesdo do microorganismo a superficies hospedeiras. A estrutura da
membrana celular ¢ complexa, com pelo menos 5 camadas descritas (CALDERONE,
R.A.; BRAUN, 1991).

Os principais polissacarideos presentes na membrana celular sdo o glucano e a
citina. O maior antigeno ¢ a mannan, que mediante ligacdes covalentes se unem as
proteinas para formar a manoproteina que apresenta acdo enzimdtica e funcdo de
receptor, que interagira com outros receptores presentes nas superficies a colonizar.

Nesta fase 3 ¢ possivel observar a interacdo da C. albicans com superficies
acrilicas, onde sempre haverd uma camada interposta, denominada pelicula adquirida

salivar, com varios graus de maturacao.

Fase IV: Colonizacao

Nesta fase, os microorganismos crescem ¢ formam placas, denominadas
biofilmes. A co-agregacdo microbiana ocorre nesta fase, ja que biofilmes de uma unica
espécie nao ocorrem naturalmente.

Os quatro estagios de adesao microbiana sdao dependentes de condigdes como a
energia livre de superficie e a rugosidade, mas a rugosidade ¢ considerada como uma
caracteristica 1importante frente a energia livre de superficie na adesdo de

microorganismos. (QUIRYNEN; BOLLEN, 1995) (TEUGHELS et al., 2006)

27



Introdugdo e Sintese Bibliografica

Outros autores afirmam que existem diferentes mecanismos de adesdo para
diferentes superficies. E sugestivo que a teoria de adesdo ndo especifica é a mais
apropriada para explicar a adesdo microbiana a superficies inertes onde interferem as
forgas i6nicas, hidrofobicas e de Van der Walls. (BUSSCHER, H.J.; COWAN; VAN
DER MEI, 1992)

1.3 Aderéncia da C. albicans: fatores relacionados as Leveduras

1.3.1 Caracteristicas e estrutura da parede celular

A adesdo entre a célula e a pelicula adquirida salivar formada sobre o substrato ¢
mediada pelas adesinas. A produ¢do de adesina pela célula esta diretamente relacionada
com as condigdes de cultivo da levedura, sendo influenciado pelo alto conteudo de
galactose ou sucrose. (MCCOURTIE; DOUGLAS, 1984). Estas moléculas atuam como
receptores para o fibrinogénio, a fibronectina, o coldgeno, a N-acetilglucosamina e os
peptideos C3d e iCeb.

O material polimérico extracelular (MPE) também forma parte da parede da
levedura e esta relacionado a capacidade de adesdo das espécies de Candida. O MPE ¢
composto por carboidratos (65-82%), proteinas (7%), fosforo(0.5%) e glucosamina
(1.5%). Sua produgdo depende do tipo de carboidrato que intervenha no desenvolvimento
da célula (MCCOURTIE; DOUGLAS, 1981) e sua presenga tem demonstrado o aumento
da adesao da Candida a superficies acrilicas.

A Manose, substancia alcali-soluvel presente no interior e superficie mais externa
da parede celular da Candida, pode também intervir no processo de adesdo. Células de
Candida tratadas com 4cidos e bases para extragdo da manose apresentam uma adesao
diminuida a células do epitélio bucal em comparacdo a células nao tratadas
(CALDERONE, R., 1998; SAN MILLAN et al., 1996).

A Quitina, substancia similar a adesina, presente na parede celular, possui um
extrato soluvel que inibe a adesdo da C. albicans a células do epitélio vaginal. Ainda
existem duvidas sobre o verdadeiro efeito da quitina na adesao, devido a esta se encontrar

na parede interna da célula (OLSEN, 1990).
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Outros componentes da camada celular que estdo associados, de forma direta,
com o potencial de adesdo da C. albicans sao as proteinases e fosfolipases extracelulares.
Olsen (OLSEN, 1990) reportou que a existéncia de lipideos na membrana celular que
parecem estar envolvidos na capacidade de adesdao da C. albicans. Lipideos como a
ceramida monohexosido e ceramida dihexosido, assim como o estearil glucosido isolados

de hifas, produzem a inibi¢cdo na adesdo do fungo.

1.4 Adesdao da C. albicans a estruturas poliméricas: efeito da hidrofobicidade

superficial.

Os diferentes graus de hidrofobicidade da superficie celular de distintas cepas de
Candidas estariam relacionadas com uma maior ou menor capacidade das leveduras em
se aderir a materiais ¢ bases de proteses. A adesdo do fungo também esta associada a
energia livre de superficie do material que constitui as dentaduras.(CALDERONE, R.,
1998; CANNON; CHAFFIN, 1999; KLOTZ; DRUTZ; ZAJIC, 1985; MINAGI et al.,
1985). O primeiro trabalho que fez esta relacdo, (MINAGI et al., 1985) verificou a
associacao entre a adesao das espécies C. albicans e C. tropicallis a 21 materiais de base
de dentadura, sendo 9 termopolimerizaveis, 2 autopolimerizaveis, 9 materiais de
reembasamento macios € uma resina polisulfonada. Os ensaios de adesdo foram
realizados em superficies ndo cobertas por pelicula adquirida salivar. Foram realizados
testes de energia livre de superficie mediante a mensuragdo do angulo de contato nos
materiais testados. Os resultados mostraram que enquanto aumenta a energia livre de
superficie, aumenta a adesdo de C. albicans, porém diminui a adesdo de C. tropicallis.

Diversos autores, (KLOTZ; DRUTZ; ZAJIC, 1985; MINAGI et al., 1985;
MIYAKE et al., 1986) asseguraram que as espécies mais hidrofobicas C.tropicallis, C.
glabrata e C. krusei aderem-se em maior quantidade a superficies poliméricas quando
comparadas com as espécies menos hidrofobicas, como C. albicans, C. stellatoidea, C.
parapsilosis. Samanarayake et al 1995 (SAMARANAYAKE, Y.H. ef al., 1995) concluiu
que na espécie C. Krusei, (mais hidrofobica que a C. albicans) existe uma correlagao
entre a hidrofobicidade e a adesdo a células de HeLa (célula de uso laboratorial), o que

ndo se observa na resina acrilica da dentadura. Esses dados sugerem que outros fatores
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contribuem na hierarquia de viruléncia das espécies da Candida. Em um estudo anterior,
concluiu-se que a C. albicans apresentou uma maior adesdo frente a outras espécies de
Candida a resina acrilica de dentadura (SEGAL; LEHRMAN; DAY AN, 1988).

No que tange a propriedades dos materiais poliméricos, podemos ressaltar a
Hidrofobicidade superficial, também denominada por alguns autores de Energia livre de
superficie (ELS). A hidrofobicidade superficial esta exclusivamente relacionada a reagdo
do solido frente a agua e ndo a uma gama de liquidos de diferentes tensdes superficiais
junto a mensuracao de angulos de contato , utilizados normalmente na mensuracao da
ELS. (COMBE; OWEN; HODGES, 2004). A agua ¢ reconhecida pela alta capacidade de
unido que apresenta, tendo como resultado uma maior afinidade com materiais que
apresentam caracteristicas de hidrofilicidade e consequentemente uma ELS alta.
Geralmente a hidrofobicidade diminui quando a ELS aumenta. Superficies hidrofilicas,
como o vidro, apresentam ELS alta, enquanto que superficies hidrofébicas, como o
Politetrafluoretileno (PTFE), apresentam uma ELS baixa. (DARVELL)

Por este trabalho utilizar como tnico liquido de mensuragdo a agua, proposta na
equacdo de Neumann (NEUMANN et al., 1974), o termo adotado foi de hidrofobicidade
superficial e os resultados expressados em angulo de contato. Nao sao reportados dados
de componentes polares e de dispersio em erg.cm™, proprios de mensuragdo de energia
livre de superficie, devido a limitagdo propria da metodologia.

A primeira pesquisa que relacionou a ELS com a adesdao de microrganismos,
demonstrando que superficies que apresentarem uma ELS alta sdo mais susceptiveis a
uma adesao maior de microrganismos, foi realizada por Glantz (GLANTZ, 1969), em que
foi observada a formagdo da placa bacteriana sobre substratos com diferentes ELS
montados sobre Préteses Parciais Fixas, no primeiro, terceiro e sétimo dia, concluindo
que existe uma correlagdo positiva entre a ELS do substrato e a magnitude de acimulo de
placa bacteriana. Ellingensen ef al (ELLINGSEN; ROLLA, 1994), demonstraram que a
aplicacdo de o6leo de silicone mais 0,3% de triclosan sobre as superficies dentarias,
diminui a ELS, tendo como resultado uma reducao significativa na formagao de placa
bacteriana.

Yildirim et al (YILDIRIM et al., 2005) concluiram que ap6s a modificacao da

superficie de resina acrilica, diminuindo a sua hidrofobicidade mediante a técnica de
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“Electric glow discharge”, um aumento significativo na adesao da espécie C. albicans foi
observado.

Na determinagdo da ELS de um soélido, quando o liquido utilizado na medi¢ao
apresenta uma tensao superficial alta (fortes ligagdes moleculares internas), forma-se uma
gota sobre a superficie do sélido onde foi colocado; entretanto, quando um liquido possui
tensdo superficial baixa, ele se espalha sobre uma area maior do so6lido (ligagdo a
superficie). Por outro lado, referindo-se a superficie do so6lido, se esta apresenta uma ELS
alta, o liquido se espalha ou molha a superficie; se a superficie apresenta uma ELS baixa,
uma gota forma-se sobre o so6lido. Este fenomeno ¢ resultado da necessidade de um
equilibrio energético no sistema e da minimizacdo da energia interfacial. A superficie
solida que apresenta uma ELS alta desejard ser coberta pelo liquido devido a interface
formada (s6lido — liquido) que baixaria sua energia. (DARVELL)

Um angulo de contato de 90° ou mais, normalmente caracteriza uma superficie
nao molhavel, enquanto que angulos menores que 90°, superficies molhaveis. No
contexto da agua, uma superficie molhavel pode também ser denominada hidrofilica e, no
caso das superficies ndo molhdveis, denominadas hidrofobicas. As superficies
denominadas super-hidrofobicas tém os angulos de contato maiores de 150°, ndo
mostrando quase nenhum contato entre a gota liquida e a superficie, enquanto que em
superficies extremamente hidrofilicas a gota se espalharia completamente formando um
angulo zero. Isso ocorre em superficies com alta afinidade a 4gua, incluindo materiais
que absorvem agua. Em muitas das superficies hidrofilicas sdo encontrados angulos de
10° a 30°. Na maioria de superficies hidrofobicas que sdo incompativeis com a agua, se
observam angulos entre 70° e 90°. Algumas superficies, como as que contém fluor
(Teflon), a gota de agua apenas toca a superficie e sdo formados angulos entre 150° e
180° (super-hidrofobicas). Assim, o angulo de contato prové informacao da energia entre

as superficies interatuantes.(DARVELL)

1.5 Pelicula adquirida salivar : efeito na adesao da C. albicans

A saliva ¢ um fluido complexo. Diferentes glandulas na cavidade oral,

respondendo a diversos estimulos, secretam saliva de composi¢do diferente. As proteses

31



Introdugdo e Sintese Bibliografica

totais, apos colocadas na boca, em poucos minutos sdo cobertas por uma camada de
proteinas salivares denominada pelicula adquirida salivar, que serve como receptor para a
adesdo microbiana (RADFORD; CHALLACOMBE; WALTER, 1999). Apos duas horas,
podem ser encontradas nessa pelicula: imunoglobulinas, mucinas, alfa-amilase, cistatinas,
proteinas ricas em prolina, lizosima, glucosiltranferrase, albumina, fibrinogénio e
componentes do soro (AL-HASHIMI; LEVINE, 1989; JENSEN; LAMKIN;
OPPENHEIM, 1992; KRAUS et al., 1973; ROLLA; CIARDI; BOWEN, 1983). Estas
substincias encontradas podem sofrer variacoes a depender da superficie onde a pelicula
¢ formada (EDGERTON; LO; SCANNAPIECO, 1996) e também em funcdo da
composi¢ao da saliva.

Poucos trabalhos relatam o efeito da pelicula adquirida salivar na adesdao de C.
albicans “in vivo”. Alguns trabalhos “in vitro”, como os de Nikawa e Edgerton
(EDGERTON et al., 1993; NIKAWA et al., 1993; NIKAWA et al., 1992a), afirmaram
que proteinas salivares podem servir de nutrientes para os microorganismos, cooperando
com o seu crescimento, reproducdo e o desenvolvimento da placa. (KOLENBRANDER;
LONDON, 1993).

Os resultados reportados na literatura sobre o efeito da saliva na adesdo da C.
albicans a superficies acrilicas € controversa, ndo existindo um consenso sobre o assunto.
Enquanto alguns autores concluem que a saliva humana aumenta a adesao de C. albicans
a superficies acrilicas, (MILLSAP ef al., 1999; SAMARANAYAKE, L.P.; NAIR, 1995;
VASILAS et al., 1992) devido a componentes como a mucina, (DODDS; JOHNSON;
YEH, 2005; EDGERTON et al., 1993; NIKAWA; HAMADA, 1990; NIKAWA et al.,
1993) estaterina (JOHANSSON et al., 2000) (que facilitam a adesdo da C. albicans a
materiais resilientes embebidos em saliva) (NIKAWA et al., 2000) outros afirmam que a
saliva diminui a adesdo, (BOSCH et al., 2003; MAZA et al., 2002; MILLSAP et al.,
1999; MOURA et al., 2006; NIKAWA et al., 1992b; PEREIRA-CENCI et al., 2007,
SAMARANAYAKE, L.P.; MACFARLANE, 1980; WATERS et al., 1997) devido a
componentes como lisozima, histanina, lactoferrina, calprotectina e S-IgA que interagem
com as espécies de Candida diminuindo sua adesdo. (CANNON; CHAFFIN, 2001;
DODDS; JOHNSON; YEH, 2005; ELGUEZABAL; MAZA; PONTON, 2004; TANIDA

et al., 2001) Ainda, alguns autores relataram que nao hé influéncia alguma da saliva na

32



Introdugdo e Sintese Bibliografica

adesdo da C. albicans aos materiais acrilicos (JIN et al., 2004; NIKAWA et al., 1992a;
TARI et al., 2007).

As mais variadas teorias tém sido descritas para justificar esta falta de consenso na
literatura, entre elas se destaca a falta de padronizacao na metodologia empregada para a
realizagdo dos testes, o que dificulta uma posterior comparacao. A utilizagdo de saliva
estimulada ou nao estimulada resulta numa diferenca na composicdo protéica e
viscosidade. (VEERMAN et al., 1996) Diferentes periodos de incubacao, temperatura,
purificacao da saliva coletada e nutrientes que interferem com a viabilidade das células
(DODDS; JOHNSON; YEH, 2005; JIN et al., 2004; RADFORD et al., 1998;
SAMARANAYAKE, L.P.;, MACFARLANE, 1980), além de variagdes entre os
doadores, comprometem os resultados obtidos.

Com o intuito de determinar quais proteinas salivares servem de receptores para as
células da C. albicans, varios pesquisadores como Newman (NEWMAN; BEELEY;
MACFARLANE, 1996) e O’ Sullivan (O'SULLIVAN et al., 1997) procuraram,
aplicando diversas metodologias, revelar as proteinas basicas ricas em prolina, as quais
estas células poderiam se unir. Desta forma, as proteinas IB-6 e Psl tem sido
consideradas como receptores para a adesdo da C. albicans. Estudos realizados em
peliculas adquiridas sobre esmalte dentario confirmaram que apds duas horas de
formacgao, os aminoacidos encontrados diferem dos da saliva, indicando claramente que a
pelicula adquirida salivar ¢ formada mediante uma absor¢do seletiva de macromoléculas.
(TEUGHELS et al., 2006).

As caracteristicas fisico-quimicas da superficie da pelicula adquirida salivar,
incluindo a composi¢do, a densidade e a configuragdo, sdao altamente dependentes da
natureza quimica e fisica da superficie onde esta foi formada; (BAIER; GLANTZ, 1978;
DE JONG et al., 1984; FINE; WILTON; CARAVANA, 1984; LEE; ADAMSON; KIM,
1974; PRATT-TERPSTRA et al., 1991; PRATT-TERPSTRA; WEERKAMP;
BUSSCHER, 1989; RUAN; DI PAOLA; MANDEL, 1986; SIPAHI; ANIL;
BAYRAMLI, 2001) e isso ¢ confirmado devido as caracteristicas fisico-quimicas do
substrato, que sdo transferidas através da pelicula adquirida, e vao influenciar nas fases
iniciais da adesdo microbiana. (ABSOLOM; ZINGG; NEUMANN, 1987)

Além disso, ¢ observado que a formacgao da pelicula adquirida salivar modifica os
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substratos, fato fundamentado na relagdo que existe entre o tipo de proteina absorvida e a
energia livre de superficie do substrato. Busscher (BUSSCHER, H.J.; BOS; VAN DER
MEI, 1995) relataram o aumento da absor¢do de proteinas nos terminais hidrofilicos e a

diminui¢do nos terminais hidrofobicos, quando expds polietileno a soro sanguineo.

1.6 Controle microbiano sobre as proteses totais

O controle da adesdo de microrganismos sobre as superficies das proteses totais ¢
considerado objetivo primordial de inimeras pesquisas na literatura. A utilizacdo de
mecanismos com o intuito de provocar a morte, diminui¢ao ou controle reprodutivo dos
microorganismos, tem sido utilizados para o desenvolvimento de novas metodologias
passiveis de serem incorporadas em protocolos de higiene de préteses totais

Aguirre et al (AGUIRRE et al., 1996), observaram que em pacientes que
apresentam grandes depositos de placa nas suas dentaduras, uma pelicula adquirida
salivar continua em unido direta com o acrilico, contendo células de C. albicans dispersas
entre bactérias ¢ observada, além de restos celulares epiteliais do estrato intermediario e
parabasal e leucécitos polimorfonucleares. Nos pacientes sem depositos macroscopicos
de placa, existe uma pelicula heterogénea e um grande niimero de blastoporos de Candida
(FRANK; STEUER, 1985)

E relatado na literatura que os usuérios de dentaduras geralmente apresentam uma
higiene oral deficiente (BUDTZ-JORGENSEN ef al., 2000; HOAD-REDDICK;
GRANT; GRIFFITHS, 1990; KULAK-OZKAN; KAZAZOGLU; ARIKAN, 2002) ¢ isso
se deve, entre outros fatores, a falta de informacao de parte dos profissionais de saude,
diminui¢do da destreza manual, retentividades na base da prdtese e por existirem poucos
produtos especificos para limpeza de dentaduras. (AMBJORNSEN; RISE, 1985;
MURTOMAA; MEURMAN, 1992).

Os métodos de limpeza das proteses totais podem ser divididos em: mecanico,
quimico ou associagdo de métodos. Entre 60 a 90% dos usuarios de dentaduras utilizam
exclusivamente o método mecanico, que preconiza a escovagao com agua € sabao ou
dentifricio (ABELSON, 1985; JAGGER; HARRISON, 1995)

A maioria dos trabalhos cientificos afirmam que, para uma alta eficacia na limpeza
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das dentaduras, uma associacdo de métodos deve ser implantada como a escovacao da
dentadura junto a imersao em solucdes quimicas,(ABELSON, 1985; BUDTZ-
JORGENSEN, 1979; CHAN et al., 1991; DILLS et al., 1988; LOMBARDI; BUDTZ-
JORGENSEN, 1993), procedimento capaz de diminuir os sinais clinicos da estomatite
por protese total (EP) (BARNABE et al., 2004; MAHONEN; VIRTANEN; LARMAS,
1998).

Uma grande variedade de produtos quimicos utilizados para o controle da
formagdo de biofilme microbiano sobre a base das proteses sdo reportados na literatura
(LOMBARDI; BUDTZ-JORGENSEN, 1993; ODMAN, 1992). Enquanto alguns autores
sugerem o uso de solugdes higienizantes para auxiliar no controle de microorganismos
(BASSON; QUICK; THOMAS, 1992; CHAN et al., 1991; GHALICHEBAF; GRASER;
ZANDER, 1982; GLASS et al., 2004; GORNITSKY et al., 2002; MINAGI et al., 1987,
MOORE; SMITH; KENNY, 1984), outros autores defendem a utilizacdo de solucdes
quimicas como as Unicas capazes de eliminar os microorganismos que se aderem nas
superficies da protese total ou que invadem o interior do acrilico. (CHAU et al., 1995;
LIN et al., 1999)

Segundo Assad et al (ASAD; WATKINSON; HUGGETT, 1992), o objetivo da
imersdo das dentaduras em um agente desinfetante ¢ a obtencdo da limpeza,
descontaminando as préteses e destruindo os microrganismos. Ela deve ser estabelecida
com o intuito de remover e prevenir o acimulo de placa microbiana, remover mucinas,
restos alimentares, calculos e pigmentagado extrinseca. (BUDTZ-JORGENSEN, 1979)

A eleicdo de uma solugdo quimica para desinfec¢dao de proteses totais deve
ser baseada em diversos fatores, como a sua facilidade de uso e alta eficacia, capacidade
de remoc¢do de material organico, compatibilidade com os materiais de confecgdo de
dentaduras, ndo ser toxico para o usudrio, deixar um minimo sabor residual, apresentar
acdo bactericida e fungicida, além de um baixo custo que permita seu facil acesso.
(JAGGER; HARRISON, 1995).

Segundo Nakamoto et al (NAKAMOTO; TAMAMOTO; HAMADA, 1991)
as solucdes quimicas utilizadas na manutencao da higiene oral de usuérios de dentaduras
podem ser divididas em 5 grupos: Peroxidos alcalinos, Hipocloritos alcalinos, acidos,

desinfetantes e enzimas. Neste estudo serdo testados os desinfetantes, Hipoclorito de
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sodio 1% e o Gluconato de clorexidina 4%, por pertencerem ao grupo de solugdes
quimicas com mais estudos relatados na literatura que demonstraram eficdcia na

eliminacao das espécies de Candida.

1.6.1 Hipoclorito de sodio

As solucdes de hipoclorito foram inicialmente utilizadas como agentes
branqueadores, sendo considerados os compostos de cloro mais antigos. Possuem alto
poder germicida, amplo espectro antimicrobiano, de facil manuseio e baixo custo
(BLOCK, 1991). Entretanto ¢ corrosivo a metais, sobretudo ao aluminio (FUKUZAKI,
2006).

O Hipoclorito de sédio foi recomendado por Labarraque para a prevencao da
denominada “febre do verso” e outras doencas infecciosas.(ZEHNDER, 2006). Baseado
nos trabalhos de laboratorio de Koch e Pasteur, o hipoclorito ganhou uma ampla
aceitagdo como agente desinfetante no final do século XIX. (ZEHNDER, 2006). Na
primeira grande guerra, o quimico Henry Drysdale Daking e o cirurgido Aléxis Carrel
estenderam o uso do Hipoclorito de s6dio tamponado a 0.5% como solugdo irrigadora de
feridas com tecidos necroticos infectados. (MOHAMMADI, 2008)

Os compostos clorados existem em combinac¢ao com sédio, potéssio, calcio e
magnésio. No corpo humano, formam parte do sistema imune ndo especifico, gerado por
reagoes dos neutrofilos. (TEST et al., 1984).

O Hipoclorito de s6dio atua como solvente de tecidos organicos e gordura,
incluindo acidos graxos, transformando-os em sais de acidos-graxos (Sabonete) e glicerol
(Alcool), diminuindo a tensdo superficial da solugdo restante (ESTRELA et al., 2002).
Além disso, o Hipoclorito de sodio neutraliza os aminoacidos formando agua e sal
(reacdo de neutralizacdao), com a saida de ions hidrdxilas, ocasionando uma redugao do
PH. O é4cido hipocloroso presente na solu¢do Hipoclorito de sdédio, quando em contato
com o tecido organico atua como solvente, liberando cloro que se combina com o grupo
de aminodcido formando cloraminas (reacdo de cloraminag¢do) que interfere com o
metabolismo celular. O acido hipocloroso (HOCL) e ions de hipoclorito (OCL) leva a

degradacao dos aminoacidos e a hidrolise. (ESTRELA et al., 2002)
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Considerando as propriedades fisico-quimicas do Hipoclorito de sodio, pode-
se considerar como um forte agente basico (pH >11), que quando em contato com
proteinas de tecido organico, libera nitrogénio, formaldeido e acetaldeido; além disso,
ocorrem as dissociagdes de unides peptidicas, resultando na dissolugdo de proteinas
(HAUMAN; LOVE, 2003). O alto pH do hipoclorito interfere na integridade da
membrana citoplasmatica provocando uma irreversivel inibicao enzimatica.(ESTRELA et
al., 2002)

Contrario a Clorexidina, o Hipoclorito de sodio parece ndo apresentar efeito de
substantividade. Gomes et al (GOMES et al., 2007) testaram o efeito do Gel de
Clorexidina 2% e Hipoclorito de so6dio 5.25% sobre a superficie de cones de Resilon e
gutapercha endodontica, procurando um possivel efeito antibacteriano residual. Os
autores concluiram que a exposicao de cones de Resilon a o Gel de Clorexidina 2% por
10, 20 e 30 minutos apresentou efeito antibacteriano residual frente a E. Faecalis,
enquanto que nenhuma inibi¢ao foi observada apo6s a imersao em Hipoclorito de sodio a
5.25%.

Mas alguns trabalhos afirmam que concentragcdes sub-inibitorias (1/50) do
desinfetante sdo capazes de inibir a adesdo a superficies acrilicas. De acordo com o
trabalho do Webb et al (WEBB ef al., 1995), quando a espécie C. albicans ¢ colocada em
contato com concentragdes sub-inibitorias de Hipoclorito de sédio (1/50) uma diminuicao
na adesdo a superficies acrilicas ¢ observada, enquanto que em outras espécies de
Candida sp. um aumento ou nenhum efeito na adesdo € observada, associando este efeito
ao fato de que o mecanismo de adesdo microbiana a superficies inertes esta associado a

forcas ndo especificas como a hidrofobicidade
1.6.2 Clorexidina

A Clorexidina ¢ um composto alcalino, estavel, em forma de sal. A forma mais
comum de preparacao para uso oral ¢ o Gluconato de clorexidina, composto capaz de ser

solivel em agua. Possui pH fisiologico, sendo dissociavel, o que permite a liberagdao da

Clorexidina carregada positivamente (GREENSTEIN; BERMAN; JAFFIN, 1986;
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MOHAMMADI; ABBOTT, 2009). Apresenta como vantagem, frente ao Hipoclorito de
sodio, a sua biocompatibilidade.

Em baixas concentragdes (0.2%), atua em substancias de baixo peso molecular,
especificamente potassio e fosforo. Enquanto que em altas concentracdes (2%) a
clorexidina ¢ bactericida, precipitando o conteudo citoplasmatico resultando na morte
celular (GOMES et al., 2003)

A Clorexidina ¢ disponibilizada como acetato, gluconato e sais hidroclorados. E
considerada uma bisguanina cationica sintética que consiste em dois anéis simétricos de
4-clorofenil e dois grupos biguanida conectados por uma cadeia central de hexametileno
(GREENSTEIN; BERMAN; JAFFIN, 1986). E uma molécula carregada positivamente,
hidrofobica e lipofilica, que interage com os fosfolipideos, lipopolisacarideos da
membrana celular do microorganismo, entrando na célula por mecanismos de transporte
passivo ou ativo. (ATHANASSIADIS; ABBOTT; WALSH, 2007). Sua eficacia esta
baseada na interagdo que resulta da sua carga positiva com a carga negativa dos grupos
fosfatos, atuando na membrana celular do microorganismo, alterando o equilibrio
osmotico (GOMES et al., 2003), incrementando a permeabilidade da membrana celular,
permitindo a entrada de moléculas de Clorexidina no interior da célula. MOHAMMADI;
ABBOTT, 2009).

Solu¢des aquosas de Clorexidina apresentam um alto espectro antimicrobiano em
baixas concentragdes e ¢ especialmente efetiva frente a C. albicans. A Clorexidina une-se
a tecidos orais, sendo liberada lentamente durante extensos periodos, fendmeno
denominado substantividade, podendo eficientemente inibir a adesao inicial de fungos e
outros microorganismos, € conseqiientemente diminuir a formag¢do de biofilme.
(MOHAMMADI; ABBOTT, 2009),

Lamb DJ e Martin MV (LAMB; MARTIN, 1983), induziram candidose oral em
ratos e testaram o efeito da incorporagdo de Clorexidina em varias proporcoes (2.5%, 5%,
7.5% e 10% w/w) a uma resina autopolimerizavel no crescimento de C. albicans. Os
autores concluiram que a difusdo de Clorexidina a partir do acrilico teve efeito
antifingico quando misturado numa proporc¢ao de 7.5% (w/w). Nessa concentracdo a

candidose oral foi curada ou prevenida.
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McCourtie et al, (MCCOURTIE; MACFARLANE; SAMARANAYAKE, 1985)
testaram “in vitro”, o efeito do pré tratamento de acrilico para dentadura com Gluconato
de clorexidina na adesao de C. albicans (GDH2346). Concluindo, observaram que houve
uma diminui¢do na adesdo de C. albicans e esta foi significante apds a imersao do
acrilico por 30 minutos em Gluconato de clorexidina a 2%.

Spiechowicz et al,(SPIECHOWICZ et al., 1990) testaram o efeito inibitorio de
diferentes agentes antifungicos no crescimento da C. albicans. Foi avaliada a Nistatina,
Gluconato de clorexidina 0,12% e Histidina. Os autores concluiram que o pré-tratamento
da resina acrilica com Nistatina, seguido de secagem do espécime, e do Gluconato de
clorexidina foi totalmente efetivo. No caso da Clorexidina foi observada a prevencao na
adesdo e o crescimento de C. albicans até um periodo de 8 dias mediante anélise de
turvacdo do meio de cultura. Nao foram observados efeitos inibitdrios quando os

espécimes foram pré-tratados com Nistatina ou Histidina, seguido por imersao em PBS.

1.6.3 Efetividade do Hipoclorito de sodio e Gluconato de clorexidina na desinfecgio de

Proteses Totais.

Solu¢des quimicas tém sido empregadas com sucesso para a desinfeccao de
proteses totais. Na literatura existe muita controvérsia sobre o tema, em virtude da
efetividade da desinfec¢dao estar diretamente relacionada a diversas varidveis como a
concentragdo e tipo do microrganismo, tipo € concentragdo da sustancia quimica, tempo
de exposicao, (ABALOS, 2005; LIN et al., 1999; MA; JOHNSON; GORDON, 1997;
PAVARINA et al., 2003; SAUNDERS et al., 1998) quantidade de residuos organicos
acumulados (MOLINARI; RUNNELLS, 1991; RUTALA; WEBER, 1997), natureza do
substrato (se possui poros) e o pH da solugdo (RUTALA; WEBER, 1997).

No que tange ao Hipoclorito de sdédio, a literatura ¢ vasta em comprovar sua
eficacia. A maioria dos trabalhos apresenta resultados relacionados ao Hipoclorito de
sodio 5.25%. Saunders (SAUNDERS et al., 1998) aconselha a imersdo da protese total
em Hipoclorito de sédio 5.25% diluido a 1:10 por 10 minutos; enquanto que outros
aconselham a mesma concentracao diluida 1:5 a 1:100 em intervalos de 10 a 30 min

(COTTONE; MOLINARI, 1987)
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Ghalichebaf, et al (GHALICHEBAF; GRASER; ZANDER, 1982), testaram 4
solucdes desinfetantes para proteses totais, concluindo que os agentes mais efetivos
foram os que apresentavam uma alta propor¢cao de Hipoclorito de s6dio. Observagdes
similares foram feitas por Basson (BASSON; QUICK; THOMAS, 1992) com a utilizagao
da solucao Milton® 4% (Hipoclorito de so6dio 0.04% e cloreto de sodio 0.66% v/v).
Moore, et al (MOORE; SMITH; KENNY, 1984), concluiram que as solugdes de
Hipoclorito de so6dio eliminaram a placa na dentadura em curtos tempos de imersao.

Enquanto que (RUDD et al., 1984) descreve a utilizagao do Hipoclorito de sédio
5.25% nao diluido em um tempo de imersao de 5 minutos, outros trabalhos preconizam a
imersdo em tempos diferentes (BELL et al., 1989; CHAU et al., 1995; SAUNDERS et
al., 1998).

McGowan et al (MCGOWAN; SHIMODA; WOOLSEY, 1988), relataram a
utilizacao do Hipoclorito de sédio ndo produz dano nas estruturas metalicas, testando o
Hipoclorito de sddio nas concentragdes de 2%, 3%, 4% e 5,25% em imersoes de 3, 5 ¢ 30
minutos em proteses parciais removiveis. As imersdoes em Hipoclorito de s6dio 2% por 5
minutos e 5.25% por 3 minutos também foram efetivas na desinfeccdo da resina acrilica
sem dano a estrutura metalica.

Yilmaz ef al (YILMAZ et al., 2005), concluiram que a imersdo por 5 minutos em
solucao de Hipoclorito de sodio a 5.25% ¢ mais efetiva que a solucdo a 2%, embora
ambas tenham reduzido o nimero de microorganismos testados.

Buergers et al (BUERGERS et al., 2008), avaliaram o efeito de 10 métodos de
desinfeccdo com o intuito de organizar em ordem decrescente, de acordo com a
colonizagdo de C. albicans em um material resiliente de reembasamento. Neste estudo,
concluiu-se que a imersdao em Hipoclorito de sddio 1%, pastilhas efervescentes (perborato
de s6dio) por 10 minutos e uso do micro-ondas (protese imersa em agua) a 8O0W por 6
minutos foram os métodos mais efetivos em comparagdo com a imersao em glutaraldeido
2%, peroxido de hidrogénio 3%, vinagre, Listerine (Alcool) e Triclosan 0,3% que ndo
apresentaram diferenca estatistica com o grupo controle (imersio em PBS por 10

minutos).

40



Introdugdo e Sintese Bibliografica

Comparando a eficicia da imersdao em Hipoclorito de sédio a 2% por 5 horas
frente ao uso de micro-ondas por 5 minutos a 650W, Baysan, Whiley e Wright
(BAYSAN; WHILEY; WRIGHT, 1998), relataram que a imersao em Hipoclorito de
sodio foi mais eficiente na eliminagdo de microorganismos.

No que tange a Clorexidina, a solugdao ¢ comercializada para uso anti-séptico na
cavidade oral em baixas concentragdes, enquanto que em altas concentragdes ¢ utilizada
como solucao desinfetante para imersao.

De Paola et al (DEPAOLA; MINAH; ELIAS, 1984) testaram o efeito desinfetante
de 14 produtos disponiveis no mercado (Kleenite, Effervedent, polident, Mersene,
Gluconato de clorexidina 1%, clorasseptico, listerine, greene mint, signal, scope, lavoris,
cepacol, betadine) contra varios microorganismos patogénicos (P. Aeruginosa, Kleibiela
Pneumoneae, Enterobacter cloacae, E. Coli, E. Auerus, C. Albicans e C. Glabrata). Os
melhores agentes com atividade inibitdéria e bactericida foram o Kleenite, Effervedent,
Polident, Listerine, Clorasséptico e Gluconato de clorexidina 1%.

MacNeill et al (MACNEILL et al., 1997), testaram o efeito da clorexidina a
0.12% e a tetraciclina tetraclorada frente a Candida albicans, concluindo que o
diGluconato de clorexidina a 0.12% inibiu o crescimento da C. albicans além de
promover profundas mudangas na morfologia celular; enquanto que a tetraciclina tetra
clorada, mesmo em altas concentragdes, ndo conteve o seu crescimento.

Lamfon et al (LAMFON et al., 2005), avaliaram a susceptibilidade de biofilme de
C. albicans a agentes antifungicos. O Gluconato de clorexidina 0.3% ndo se mostrou
eficaz e, na concentragao de 1.25%, reduziu o crescimento de Candida sp. Entretanto na
concentracao de 2.5% nao foi encontrado crescimento fungico.

Sesma et al (SESMA et al., 1999), avaliaram o efeito de 3 métodos caseiros de
higienizacdo de proéteses totais, constatando que o uso exclusivo de escova e dentifricio
nao sdo suficientes para a eliminagdo da placa bacteriana e que a combinagdo do método
mecanico com imersao em Gluconato de clorexidina a 2% foi o método mais eficaz.
Ainda nesta concentracao, a clorexidina junto ao fluconazol, no tratamento da estomatite
por prétese total, reportou uma melhora significativa da inflamagdo do palato e
diminui¢do na colonizagdo da C. albicans, quando comparados ao tratamento isolado do

fluconazol ou somente a troca das proteses (KULAK; ARIKAN; DELIBALTA, 1994).
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Ucar Barroeta et a/l (BARROETA; MENDEZ; LELIS, 2007), avaliaram a eficacia
de 4 agentes quimicos (Hipoclorito de sodio 2%, acido acético 5%, Peréxidos alcalinos e
Gluconato de clorexidina 0.12%) em diferentes tempos de imersao (5,10,15,20 minutos e
8 horas). Os autores concluiram que todos os desinfetantes foram eficazes a partir de 20
minutos de imersao na eliminagao de C. albicans.

Kulak ef al (KULAK; ARIKAN; DELIBALTA, 1994), compararam a efetividade
da escovagdo com imersao em solucdes efervescentes (corega, dentpur e Fittydent),
solucdes desinfetantes (Hipoclorito de s6dio 5% e Gluconato de clorexidina a 1%) e um
enxuagatorio bucal (Ipanol). Imagens microscopicas demonstraram que todos os métodos
de limpeza foram efetivos, mas a imersao em solugdes desinfetantes apresentou
resultados mais expressivos. As solucdes efervescentes e a escovacao foram similares
entre si e apresentaram uma efetividade superior comparada a imersao em Ipanol.

Pavarina et al (PAVARINA et al., 2003), analisaram a eficacia de protocolos de
limpeza de proteses totais através da imersdao por 10 minutos em cada uma das seguintes
solucdes desinfetantes: Gluconato de clorexidina 4%, Hipoclorito de s6dio 1%, Biocide
(Iodoforo) e Amosan (peroxido alcalino). Todas as solugdes desinfetantes foram capazes
de evitar o crescimento microbiano, exceto o Biocide (iodoforo) que ndo mostrou a
mesma eficacia das demais solucdes na eliminagdo de microorganismos.

Da Silva et al (DA SILVA et al., 2008), avaliaram a eficacia antimicrobiana e os
efeitos sobre a rugosidade superficial de uma resina acrilica quimicamente polimerizada,
reportando que as solugcdes de maior eficacia foram Hipoclorito de sodio 1%,
Glutaraldeido 2%, Gluconato de clorexidina 2% e o vinagre 100% respectivamente,
enquanto que o perborato de sddio 3.8% apresentou eficacia intermediaria. O perborato
de sodio nao foi considerado uma alternativa eficiente para desinfec¢cdo de proteses totais.
Com referéncia a rugosidade, houve uma diminuicdo com o uso do Gluconato de
clorexidina 2% e aumento significativo com o uso do perborato de sodio 3.8%.

Devido a alta variagao dos resultados reportados na revisao de literatura realizada
por Nikawa (NIKAWA et al., 1999), pode-se concluir que este fato se deve a falta de
padronizagdo nas metodologias utilizadas para todos os trabalhos e da dependéncia da
metodologia utilizada na avaliagdo da eficacia das substancias desinfetantes. Assim, os

resultados obtidos “in vivo” nao se apresentaram tdo eficazes como os resultados “in
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vitro”. Sugerem que para a avaliacdo da eficacia dos desinfetantes, deve ser tomado em
conta ndao somente a placa residual (microorganismos vidveis), € sim observar a
capacidade de inibir o subseqiiente crescimento de placa microbiana. Finalmente, os
autores consideraram que para uma solugdo desinfetante ser considerada efetiva, ela deve
ter uma taxa de remog¢do do biofilme maior que 90% ou a permanéncia de uma
quantidade menor a 500 cé€lulas viaveis no espécime, devido a redugdo no pH em fungao

da producao 4cida dos microrganismos restantes nao ser significante dentro de 24 horas.
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2. PROPOSICAO

Devido a existéncia de poucos trabalhos na literatura analisando o efeito das
solucdes desinfetantes Hipoclorito de s6dio 1% e Gluconato de clorexidina 4%, sobre as
caracteristicas fisico-quimicas das resinas acrilicas termopolimerizaveis, e também do
efeito da formacgdo da pelicula adquirida salivar e sua possivel associacdo a adesdo de C.

albicans, este trabalho teve os seguintes objetivos:

- Analisar o efeito das solucdes desinfetantes Hipoclorito de sodio
1% e Gluconato de clorexidina 4% na hidrofobicidade superficial da
resina acrilica termopolimerizavel inicialmente e apos 1, 7, 15 e 30

ciclos de desinfec¢ao quimica.

- Analisar o efeito da formacao da pelicula adquirida salivar sobre a
hidrofobicidade superficial da resina acrilica termopolimerizavel

inicialmente e apods 1, 7, 15 e 30 ciclos de desinfec¢ao quimica.

- Analisar o efeito das solugdes desinfetantes Hipoclorito de sodio
1% e Gluconato de clorexidina 4% na adesdo da C. albicans sobre
resina acrilica termopolimerizavel inicialmente e apos 1, 7, 15 e 30

ciclos de desinfec¢ao quimica.

- Analisar o efeito da formacdo da pelicula adquirida salivar na
adesdo da C. albicans sobre resina acrilica termopolimerizavel

inicialmente e apods 1, 7, 15 e 30 ciclos de desinfec¢ao quimica.
- Verificar a existéncia de correlagdo entre a hidrofobicidade

superficial e adesdio de C. albicans a resina acrilica

termopolimerizavel apds 30 ciclos de desinfecgao.
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3. MATERIAIS E METODO

Os métodos foram divididos em: experimentos I e II e realizados na seguinte ordem

cronologica:

Experimento I: Hidrofobicidade superficial de Resina acrilica termopolimerizavel

apos desinfeccio em solucdes quimicas.

AN S o

Confeccio e inclusiao dos padroes de silicona

Manipulagao, inser¢ao e termopolimerizacio da resina acrilica
Tratamento dos espécimes

Desinfec¢cao em solugdes quimicas

Formacio de pelicula adquirida salivar

Medicao do angulo de contato

Experimento II: Colonizacio de C. albicans sobre resina acrilica termopolimerizavel

apos desinfeccio em solucdes quimicas.

ol B N LR T o A

Confeccio e inclusiao dos padroées de silicona

Manipulagao, inser¢ao e termopolimerizacio da resina acrilica
Tratamento dos espécimes

Desinfec¢cao em solugdes quimicas

Formacio de pelicula adquirida salivar

Fase de adesao de C. albicans

Processamento dos espécimes para microscopia fluorescente

Analise dos corpos de prova no microscopio fluorescente
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3.1 Experimento I: Hidrofobicidade superficial de Resina acrilica

termopolimerizavel apos desinfec¢do em solugdes quimicas.

3.1.1 Confeccao e inclusdo dos padroes de silicona

Para a confec¢dao dos corpos de prova utilizados neste experimento, inicialmente
foram obtidos padrdes de silicona de condensagdo de uso laboratorial Zetalabor (Hard 85
shore-A, Zhermack, Badia Polesine/RO, Italy). Esses padrdes foram confeccionados a
partir de uma matriz metélica de forma retangular, medindo 10 x 25 x 2 mm. (FIGURA
1)

A matriz metalica foi preenchida pela silicona de condensacdo e prensada entre
duas placas de vidro (JON Com de produtos odontolaundgicos LTDA, Sao Paulo/SP,
Brasil) previamente isoladas com vaselina s6lida (Hemafarma Com. E Ind farmacéutica
LTDA, Sao Gongalo/RJ, Brasil), sob peso de 5kg, por aproximadamente 10 minutos. Em
seguida, o padrdo de silicona foi removido da matriz e os excessos cortados com auxilio
de uma lamina de estilete. Apos a polimerizagdo da silicona, os padrdes foram incluidos
na mufla metalica da marca DCL de numero 6. (DE REZENDE PINTO et al., 2009)
(FIGURA 1).

H;.

Lalber

Figura 1: A: Silicona de condensacdo de uso laboratorial Zetalabor. B: Isolamento com Vaselina solida das placas

de vidro. C: Matriz metdlica. D: Padrdo de silicona apos polimerizacio. E: Padrdo de silicona finalizado.
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- Inclusao dos padraes de silicona:

Os padrdes de silicona foram retirados da matriz e incluidos em muflas de latao
polido com pino n° 6 (Mac Artigos odontologicos e protese Ind. e Com. LTDA, Sao
Paulo/SP, Brasil), inicialmente isoladas com vaselina sélida. Posteriormente, as muflas
metélicas foram preenchidas com gesso pedra tipo III (Gesso Pedra Herodent — Vigodent
S/A Ind. e Com., Rio de Janeiro/RJ, Brasil), manipulado e espatulado, conforme
orientagdes do fabricante, em cuba de borracha (Dentalbrand Comercial, Sao Paulo/SP,
Brasil) com espatula para gesso (Indusbello Ind. de Instr. Odontologicos, Londrina/PR,
Brasil), sob vibragao.

Apos a presa do gesso, os padroes de silicona foram fixados uma nova camada de
gesso a mufla. Esperou-se o tempo de presa da segunda camada e em seguida, aplicou-se
vaselina solida em toda superficie. A contra mufla também recebeu uma camada de
vaselina so6lida nas suas superficies internas e posteriormente, posicionada e devidamente
preenchida com gesso pedra tipo III, conforme condi¢des técnicas descritas
anteriormente.

As muflas permaneceram na prensa hidraulica (VH Equipamentos médicos
Odont. Acess. LTDA., Araraquara/SP, Brasil) com 0,5 Kgf de pressdo, por uma hora, ¢
em seguida, abertas para a remocao das matrizes de silicone e realizagdo do exame do
molde no gesso. (DE REZENDE PINTO et al., 2009)

(FIGURA 2).
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Cel-LaC

SOUNTE pARA
RESNAS ACRILICAS

i \‘.’L%;l

Figura 2: A: Isolamento da mufla, contra mufla e tampa com vaselina solida. B: Mufla. C: Prenchimento da mufla
com gesso tipo III D: Colocagdo dos padrées de silicona. E: Padrées de silicona fixados na mufla. F: Isolamento
dos padrées de silicona com Cel-lac®. G: Assentamento da contramufla. H: Prenchimento da contramufla com
gesso tipo I11. I: Colocacdo da tampa. J: Mufla na prensa hidrdulica por 30 minutos. K: Remocgdo das matrizes de

silicona e exame do molde de gesso.

3.1.2 Manipulacio, insercio e termopolimerizacio da resina acrilica.

Para prensagem, foi utilizada a resina acrilica termopolimerizavel Lucitone 550
cor rosa médio (Dentsply International INC., Chicago/IL, USA), homogeneizada com
auxilio de uma espatula n® 31 (SS White Art. Dentarios LTDA, Rio de Janeiro/RJ, Brasil)
em recipiente de vidro (Paladon, Pr. Ind. e Comércio de produtos odontologicos,
Florianopolis/SC, Brasil), utilizando-se a propor¢dao de 21g de pd para 10ml de liquido,
conforme orientagdes do fabricante. O interior dos moldes de gesso foi isolado com

isolante para resina acrilica (Cel-Lac, S.S. White Artigos Dentérios, Rio de Janeiro, RJ.
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Brasil), com auxilio de um pincel de pélo de marta (Condor, n°456, Condor S.A., Sao
Bento do Sul/SC, Brasil) e preenchido com a resina acrilica na fase plastica. A base da
mufla foi coberta com uma folha de papel celofane e fechada com a sua respectiva por¢ao
superior para ser prensada em prensa hidraulica sob pressao inicial de 0,5kgf. No
momento em que o ponteiro da prensa hidraulica se apresentou estavel, a pressao foi
aumentada para 1 kgf e por fim, até atingir 1,5 kgf. Apos a estabilizacdo do ponteiro em
1,5 kgf e escoamento completo do excesso da resina acrilica, a mufla foi novamente
aberta, o papel celofane removido, a pelicula de resina acrilica excedente eliminada com
o auxilio de uma espatula Lecron (S.S. White Art. Dentarios LTDA, Rio de Janeiro/RJ,
Brasil). A mufla foi novamente fechada e levada para prensa hidraulica sob pressao de
1,5 kgf durante 30 minutos.

Decorrido esse periodo, a mufla foi colocada em uma prensa de aco inoxidavel
(Metal Vander Aparelhos para Ortodontia, Piracicaba/SP, Brasil), a polimerizadora
microprocessada digital, modelo Banho Maria (Solab, Piracicaba/SP, Brasil) (Figura 3),
para que se procedesse a termopolimerizagdo com a seguinte programacao: a temperatura
da agua elevada até 73°C e estabilizada durante 90 minutos, em seguida, atingiu 100°C,

que foram mantidos por mais 30 minutos (FIGURA 3).
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Figura 3: A: Lucitone 550 ®, cor rosa médio. B: Pesagem do po do acrilico (21 g) em balanca digital. C: Po e

liquido do acrilico D: Colocagdo do apo ao acrilico para mistura. E: Isolamento do molde de gesso com Cel-lac ®.
F: Colocagdo da resina acrilica no molde de gesso na fase plastica. G: Colocagdo da mufla em prensa hidrdulica
com pressio de 0,5 1.0 e 1.5 Kgf. H: Mufla aberta apos 30 minutos na prensa hidrdaulica. I: Termopolimerizadora

digital. J: Espécimes apos concluido o ciclo de polimerizacdo. K: Espécimes pré-tratados.
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3.1.3 Tratamento dos espécimes

Posteriormente a demuflagem, os excessos (rebarbas) dos espécimes de resina
acrilica foram desgastados com o auxilio de uma fresa de tungsténio e em seguida os
espécimes foram fixados em dispositivos de resina acrilica em forma de disco, para
permitir o polimento em uma politriz metalografica (marca Arotec, modelo APL 4 —
Cotia/SP, Brasil), com dispositivo para polimentos multiplos, utilizando lixa de silicone
(3M, Sumaré¢/SP, Brasil) na granulagao 600, aplicada sob refrigeracdo durante 4 minutos
com carga de 107 gramas. As amostras foram limpas mediante imersdo em 4gua
deionizada em ultra-som (Ultrasonic Cleaner- Arotec, Cotia/SP, Brasil) por 20 minutos.
Posteriormente foi conferida a rugosidade superficial (Ra) inicial nos padrdes de resina
acrilica, utilizando o aparelho rugosimetro Hommel Tester T 1000 basic (Hommelwerke
GmbH, ref. # 240851, Schwenningen, Germany) onde se padronizou uma rugosidade
superficial proxima a 2 pm.

Todos os espécimes foram acondicionados individualmente em pogos de placas
de cultura de células de 24 pogos (TPP, Trasadingen, Switzerland), contendo 2 mL de
agua destilada, por 12 horas a uma temperatura de 37°C procurando a eliminagdo de
mondmero residual (MOURA et al., 2006), em estufa (FANEM- -controlador
microprocessado modelo 502 C Orion- estufa de cultura- Guarulhos/SP- Brasil). Em
seguida, os espécimes foram deixados em ar livre para secagem e embalados
individualmente para esterilizacdo por meio de 6xido de etileno (Acecil — Central de
esterilizacdo comércio e industria, Campinas/SP, Brasil) (MIMA et al., 2008; SILVA et
al., 2006). (FIGURA 4)
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Figura 4: A: Espécime fixado em dispositivo circular. B:Politriz Metalogradfica. C: Aferimento de Rugosidade

superficial.

3.1.4 Desinfeccio em solucdes quimicas.

18 corpos de prova foram divididos aleatoriamente em um grupo controle e 2
grupos experimentais (solucdes quimicas), (TABELA 1), que comprovadamente
evidenciaram a desinfeccdo de resinas acrilicas para bases de dentaduras, a partir de
trabalhos da literatura:

Cada grupo foi conformado por 6 espécimes que foram submetidos a ensaios de
desinfeccao. Desinfeccdo de 10 minutos em cada grupo era equivalente a 1 ciclo,
objetivando simular “in vitro” a implementacdo de um protocolo de desinfeccdo de
dentadura até 30 ciclos. O periodo total de avaliacao (30 ciclos) foi dividido em varios
sub-periodos (Inicial, 1, 7, 15 e 30 ciclos), onde em cada sub-periodo eram realizas
mensuracdes de hidrofobicidade superficial antes e depois da formagdao da pelicula

adquirida salivar.

Grupo 1 (Controle): Os corpos de prova (n=6) foram imersos em 2 mL de agua
destilada por 10 minutos, simulando uma desinfec¢do. Os ensaios no grupo controle
foram realizados sem interrupcao de desinfec¢do. Nos grupos experimentais os ciclos
foram interrompidos para a realizagdo de lavagens em agua destilada. Devido ao grupo
controle estar imerso em agua destilada, foi desconsiderada a necessidade de interromper
os ciclos de desinfec¢do, deixando os espécimes completar o tempo total equivalente a

cada sub-periodo avaliado.
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Grupo 2: imersdao em Hipoclorito de s6dio a 1% por 10 minutos. (PAVARINA et al.,
2003). Os corpos de prova (n=6) foram imersos em 2 ml de uma solucao de Hipoclorito
de sédio a 1% por 10 minutos. (Calendula Farmacia de Manipulagdao, Bauru/SP, Brasil).
Em seguida, os espécimes foram lavados em 2 ml de agua destilada por 1 minuto por 3
vezes consecutivas, seguido de secagem em papel absorvente estéril para a posterior

realiza¢dao de um novo ciclo de desinfecgdo, até completar cada sub-periodo de avaliacao.

Grupo 3: imersao em Gluconato de clorexidina 4% por 10 minutos. (PAVARINA et al.,
2003) Os corpos de prova (n=6) foram imersos em Gluconato de clorexidina 4% por 10
minutos (Calendula Farmacia de Manipulacao, Bauru/SP, Brasil). Apds foram repetidos
os procedimentos de lavagem e secagem dos espécimes realizados no grupo 2.

(FIGURA 5)

Tabela 1: Divisao dos grupos avaliados no experimento [

Tempo de
Grupos N Intervalos Avallados
Desinfecgédo

Grupo Controle 6 10 minutos Inicial, 1, 7, 15, 30
Hipoclorito de Sédio 1% 6 10 minutos Inicial, 1, 7, 15, 30
Gluconato de Clorexidina 4% 6 10 minutos Inicial, 1, 7, 15, 30
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Figura 5: A*: Placa de cultura de células de 24 pogos. Fila A (1-6): Espécimes em solugdio desinfetante. Filas BCD
(1-6): Pogos destinados a lavagem dos espécimes com dgua destilada . B*: Secagem dos espécimes com papel
absorvente estéril apos cada ciclo de desinfec¢do. Cl1*: Gluconato de clorexidina 4% (Calendula Farma).

C2*:Hipoclorito de sodio 1% (Calendula Farma)

3.1.5 Formacéao de pelicula adquirida salivar

Para a formacao de pelicula adquirida salivar os espécimes de cada grupo foram
pré-tratados com saliva humana clarificada por meio de centrifugacdo, simulando a
influéncia da formacao de pelicula adquirida salivarna hidrofobicidade superficial da
resina acrilica termopolimerizavel Lucitone (Lucitone 550- Dentsply International INC,
Chicago, IL, USA). Para a realizagdo deste método, foi coletada saliva humana de 1
voluntdrio, sem doenca periodontal ativa ou presenca de caries; que ndo utilizou
antibioticos, bochechos orais ou outra medicacdo nos 3 ultimos meses que pudessem
intervir com a composi¢do ou fluidez salivar. MOURA et al., 2006; SARDIN et al.,
2004) O doador assinou um termo de consentimento informando sobre sua participacao
na pesquisa e o projeto foi encaminhado para aprovagdo pelo comité de ética em pesquisa
da Faculdade de Odontologia de Bauru (FOB-USP) (ANEXO 1). A saliva nao
estimulada, foi coletada em placas de petri descartaveis (Jprolab, Presidente Prudente/SP,
Brasil), estéreis e clarificada em tubos Eppendorf (Eppendorf do Brasil Ltda, Sao
Paulo/SP, Brasil) por centrifugacao a 10,000g por 10 minutos a 4°C.(MOURA et al.,
2006) O sobrenadante foi coletado e dispensado em placas de cultura de células de 24

pocos, onde os corpos de prova foram colocados em contato com a saliva humana por 30
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minutos a 37°C, para a formagdo da pelicula adquirida salivar. Apods este periodo, os
espécimes foram removidos dos pocos, delicadamente lavados com agua destilada para

remover residuos da saliva, deixados secar a temperatura ambiente por 30 minutos e

entdo procedeu-se a mensuracdo do angulo de contato.(SARDIN et al., 2004)

(FIGURAS 6 - 7)

Figura 6: A: Coleta de saliva humana em placa de petri. B: Transferéncia de saliva humana a tubos de eppendorff 2

ml . C: Centrifuga. D: Saliva humana clarificada e formagdo de pellet.

Figura 7: A*: Fila A e C destinadas a saliva humana clarificada. Filas B e D destinadas a lavagem suave em Agua

destilada. B: Secagem dos espécimes em papel absorvente.
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3.1.6 Medicao do angulo de contato

A determinagdo do angulo de contato mediante o gotejamento de agua Milli-Q
sobre cada espécime foi realizada, antes e depois de 1,7,15 e 30 ciclos de desinfecgdes
quimicas com Hipoclorito de sddio 1% e Gluconato de clorexidina 4%.

Na finalizagdao de cada um dos periodos avaliados (Inicial, 1, 7, 15, 30 ciclos), a
mensuracao foi realizada antes e depois dos espécimes serem expostos a saliva humana
por 30 minutos a 37°C. O corpo de prova foi colocado em uma base ajustavel, a 0° de
inclinacao e uma gota séssil (10 ul) de agua Milli-Q (Billerica/MA, USA) a temperatura
ambiente (COMBE; OWEN; HODGES, 2004), foi dispensada na superficie do corpo de
prova com auxilio de uma micropipeta, procedimento realizado em 3 areas diferentes do
espécime. A captura da imagem da gota sobre o corpo de prova foi realizada com o uso
da camara fotografica Nikon D70S, 6.1 Mega Pixels, equipada com lente telephoto AF
Micro-Nikkor 105mm e Flash Nikon R1 Wireless close-up speedlight system, (Nikon
inc. Melville/NY, USA). Todos os parametros: abertura do diafragma (F), resolucao,
distancia, sensibilidade e velocidade foram previamente calibrados com fins de
padronizagdo dos registros fotograficos: Abertura f 29, Velocidade 1/250 ISO 500. A
camara fotografica foi colocada em tripé ajustavel para a facilitar a tomada
fotografica.(DE JONG; VAN PELT; ARENDS, 1982) Os angulos de contato foram
mensurados a partir da fotomacrografia do lado direito da gota. Uma tangente da gota foi
desenhada desde o ponto de intersec¢do ar - dgua — resina ¢ o angulo de contato foi
calculado a partir da linha da tangente e a superficie da resina.(DE JONG; VAN PELT;
ARENDS, 1982; MOURA et al., 2006) (FIGURA 8).

Foram feitas trés mensuragdes de angulo de contato, em diferentes pontos de cada
corpo de prova e a média desses valores foi obtida por meio do programa Autocad 2008
(Auto Desk, San Agustin, USA) (MOURA et al., 2006). A média obtida foi considerada

como o angulo de contato da superficie.
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Figura 8: A: Dispositivo para tomada fotogrdfica. B:Esquema do dispositivo para tomada fotogridfica

Fonte:(YILDIRIM et al., 2006) C: Plataforma de trabalho do programa Autocad 2008 ®

3.2 Experimento II: Colonizacio de C. albicans sobre resina acrilica

termopolimerizavel apos desinfec¢do em solugdes quimicas.

O processo de confeccao dos espécimes utilizados no experimento II, foi similar
ao utilizado no experimento I (Hidrofobicidade superficial), exceto algumas variagcdes em

formato, tamanho e método de obtencao do espécime.

3.2.1 Confeccao e inclusdo dos padroes de silicona

Para a confecg@o dos espécimes utilizados neste experimento (n=180), inicialmente
foram obtidos padrdes de silicone por condensagdo de uso laboratorial Zetalabor (Hard
85 shore-A, Zhermack, Badia Polesine/RO, Italy). Esses padroes foram confeccionados a
partir de uma matriz metalica, de forma retangular. Medindo 30 x 5 x 5 mm. Foram

seguidos os passos realizados no experimento I. (FIGURAS 9 ¢ 10)
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Figura 9: A: Silicona de condensacdo de uso laboratorial Zetalabor. B: Isolamento com Vaselina solida das placas

de vidro. C: Matriz metdlica. D: Padrdo de silicona apos polimerizacio. E: Padrdo de silicona finalizado.

Figura 10: A: Isolamento da mufla, contra mufla e tampa com vaselina solida. B: Mufla. C: Prenchimento da
mufla com gesso tipo III D: Colocagdo dos padrées de silicona. E-F: Padroes de silicona fixados na mufla. G:
Isolamento dos padroes de silicona com Cel-lac®. H: Assentamento e prenchimento da contramufla com gesso tipo
I1L. I: Colocagdo da tampa. J: Mufla na prensa hidraulica por 30 minutos. K: Remocgdo das matrizes de silicona e

exame do molde de gesso.
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3.2.2 Manipulacio, insercio e termopolimerizacio da resina acrilica

Para prensagem, foi utilizada a resina acrilica termopolimerizavel Lucitone 550
incolor (Dentsply International INC., Chicago, IL, USA). Foram seguidos os passos
realizados no experimento . (FIGURA 11)

Figura 11: A: Lucitone 550 ®, Incolor. B: Pesagem do acrilico (21 g) em balanca digital. C: Pé e liquido do acrilico
D: Colocacdo do po ao liquido do acrilico para mistura. E: Isolamento do molde de gesso com Cel-lac ®. F:
Colocacdo do acrilico no molde de gesso na fase pldastica. G: Colocagdo da mufla em prensa hidrdaulica com pressdo
de 0,5 1.0 e 1.5 Kgf. H: Termopolimerizadora digital. I: Espécimes apos concluido o ciclo de polimerizagdo. J:

Espécimes pré-tratados. K: Eliminagdo de excessos e rebarbas.

3.2.3 Tratamento dos corpos de prova

Posteriormente a demuflagem, Os excessos (rebarbas) dos pré- espécimes de
resina acrilica foram desgastados com o auxilio de uma fresa de tungsténio e em seguida
os pré-espécimes foram cortados, por meio de um disco diamantado (Extec dia. wafer
blade 4x.012 x 2 high concen., Erios, Sdo Paulo, SP - Brasil), acoplado a uma maquina
de corte de precisao (Isomet 1000, Buehler, USA), onde foi obtida uma lamina de resina
acrilica (30 x 5 x 1 mm). Para a fase de polimento todos os espécimes foram fixados em

dispositivos de resina acrilica em forma de discos para permitir o uso de uma politriz
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metalografica (marca Arotec, modelo APL 4 — Cotia/SP, Brasil), com dispositivo para
polimentos multiplos, utilizando lixa de silicone (3M, Sumaré/SP, Brasil) na granulagao
600, aplicada sob refrigeragdo durante 4 minutos com carga de 107 gramas. As amostras
foram limpas mediante imersdo em agua deionizada em ultra-som (Ultrasonic Cleaner
Arotec, Cotia/SP, Brasil) por 20 minutos. Posteriormente foi conferida a rugosidade
superficial (Ra) inicial nos padrdes de resina acrilica mediante a utilizagdo do aparelho
rugosimetro Hommel Tester T 1000 basic (Hommelwerke GmbH, ref. # 240851,
Schwenningen, Germany) onde se padronizou uma rugosidade superficial de 2pum.

ApoOs o polimento e mensuragdo da rugosidade superficial, cada lamina foi
seccionada em 5 partes iguais, originando os espécimes propriamente ditos (180),
medindo 5 x 5 x 1 mm (LAMFON et al., 2003). Os 180 espécimes foram aleatoriamente
divididos em grupos de 6, baseado em tipo de solugdo desinfetante, numero de ciclos
avaliados (sub-periodos) e presencga ou auséncia de pelicula adquirida salivar (TABELA
2).

Todos os espécimes foram acondicionados individualmente em pogos de placas
de cultura de células de 24 pogos, contendo 2 mL 4gua destilada por 12 horas a uma
temperatura de 37°C, procurando a eliminagdo de monomero residual (MOURA et al.,
2006), em estufa (FANEM- controlador micro-processado modelo 502 C Orion- estufa de
cultura- Guarulhos/SP- Brasil).

Em seguida, os espécimes foram deixados em ar livre para sua secagem e
embalados individualmente para esterilizagdo por meio de 6xido de etileno (Acecil —
Central de esterilizacdo comércio e industria, Campinas/SP, Brasil) (MIMA et al., 2008;

SILVA et al., 2006). (FIGURA 12)
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Figura 12: A: Mdquina de corte de precisao digital B-C: Dispositivos para mdquina de corte de precisdo digital. D:
Fixacdo do pré-espécime com cera pegajosa no dispositivo para mdquina de corte. E: Corte longitudinal do pré-
espécime. F: Laminas de resina acrilica. G: Fixac¢do das liminas de resina com cera pegajosa no dispositivo
circular para politriz metalogrdfica. H: Politriz Metalografica. I: Verificacio da rugosidade superficial (Ra). J-K:
Fixacdo das lidminas no dispositivo para maquina de corte. L: Corte dos espécimes (5x5x1 mm). M: Espécimes de

resina acrilica. N: Espécimes esterilizados por meio de Oxido de Etileno.
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3.2.4 Desinfeccio em solucdes quimicas

Os 180 corpos de prova foram divididos aleatoriamente em grupo controle e
grupos experimentais (solu¢des quimicas), os quais foram sub-divididos em grupos com e
sem pré tratamento com saliva humana para formacdo de pelicula adquirida salivar
(TABELA 2)

Para cada grupo foram destinados 60 espécimes, 12 para cada sub-periodo
avaliado, 6 para avaliagdo prévia a formacdo de pelicula adquirida salivar e 6 para

avaliagdo posterior a formacao de pelicula adquirida salivar.

Grupo 1 (Controle): Os corpos de prova (n=6) foram imersos em agua destilada por 10
minutos, simulando um ciclo de desinfecc¢ao; seguindo os procedimentos explicados no

experimento I.

Grupo 2: Imersdao em Hipoclorito de sodio a 1% por 10 minutos (PAVARINA et al.,
2003) Os corpos de prova (n=6) foram imersos em 2 ml de uma solucao de Hipoclorito
de sodio a 1% por 10 minutos. (Calendula Farmacia de Manipulacdao, Bauru, SP). Em
seguida, os corpos de prova foram lavados em 2 ml de agua destilada por 1 minuto por 3
vezes, seguido de secagem em papel absorvente estéril para a posterior realizagdo de um

novo ciclo de desinfeccao, até completar cada sub-periodo de avaliagdao. (FIGURA 13)

Grupo 3: Os corpos de prova (n=6) foram imersos em Gluconato de clorexidina 4%
(PAVARINA et al., 2003) por 10 minutos (Calendula Farmacia de Manipulagao,
Bauru,SP). Apos foram repetidos os procedimentos de lavagem e secagem realizados no

grupo 2. (FIGURA 13)
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Tabela 2: Divisao dos grupos avaliados no experimento II

Tempo de
Grupos N Intervalos Avallados
Desinfecgdo

Grupo Controle S- 6 10 minutos Inicial, 1, 7, 15, 30
Grupo Controle S+ 6 10 minutos Inicial, 1, 7, 15, 30
Hipoclonto de Sédio 1% S- 6 10 minutos Inicial, 1, 7, 15, 30
Hipoclorito de Sédio 1% S+ 6 10 minutos Inicial, 1, 7, 15, 30
6 10 minutos Inicial, 1, 7, 15, 30

Gluconato de Clorexidina 4% S-

Gluconato de Clorexidina 4% S+ 6 10 minutos Inicial, 1, 7, 15, 30

* S-sem saliva S+ com saliva

Figura 13: A*: Placa de cultura de células de 24 pogos. Fila A (1-6): espécimes em solugdo desinfetante. Filas BCD
(1-6): Pogos destinados a lavagem dos espécimes com dgua destilada . B*: Secagem dos espécimes com papel
absorvente estéril apos cada ciclo de desinfec¢do. Cl1*: Gluconato de clorexidina 4% (Calendula Farma).

C2*:Hipoclorito de sodio 1% (Calendula Farma
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3.2.5 Formacao de pelicula adquirida salivar

Apo6s completados cada um dos sub-periodos dos ciclos de desinfec¢do avaliados,
os grupos destinados a formagao de pelicula adquirida salivar (S+), foram pré-tratados
com saliva humana clarificada por médio de centrifugagdo, simulando a influéncia da
formacdo de pelicula adquirida salivar na adesdao de C. albicans sobre resina acrilica
termopolimerizavel Lucitone (Lucitone 550- Dentsply International INC, Chicago, IL,
USA). Para a realizagao deste método, foram repetidos os procedimentos de formagao de

pelicula adquirida salivar do experimento I. (FIGURA 14)

Figura 14: A*: filas A e C destinadas a saliva humana clarificada. Filas B e D destinadas a lavagem suave dos

espécimes em dgua destilada. B: Secagem dos espécimes em papel absorvente.

3.2.6 Fase de adesido de C. albicans

Todos os ensaios microbiologicos foram realizados no laboratorio de
Microbiologia do Centro Integrado de Pesquisa-1 (CIP-1) da Faculdade de Odontologia
de Bauru da Universidade de Sao Paulo, sempre em condigdes assépticas, em capela de
fluxo laminar, previamente desinfetada com alcool 70° e luz Ultra Violeta (UV) por 30
minutos.

A espécie C. albicans (ATCC 90028) foi reativada de sua cultura original
contendo Tryptic Soy Broth (TSB) (Accumedia Manufacturers, Inc.Lansing, MI, USA) a
-80°C, em 10 mL de meio de cultura TSB (CAMPANHA et al., 2007) com cloranfenicol
(Quemicetina Succinato/ Carlo Erba®, Milano, MI, Italia) (THERAUD et al., 2004), ¢
incubada durante 24 horas a 37°C em estufa (Orion, Fanem, Sao Paulo/SP, Brasil), em

condigdes aerdbicas. Apos 24 horas foi executada a centrifugacdo (Centrifuge 5804R,
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Eppendorf do Brasil Ltda, Sdo Paulo/SP, Brasil) da suspensdao por 10 minutos, com
velocidade de 5.000 rpm, a 22°C, para separacdo dos microrganismos do sobrenadante.
Os fungos isolados foram lavados 2 vezes em solugdo salina fosfatada (PBS) para
remog¢ao de impurezas, e o pellet final foi resuspenso em PBS. A seguir, a suspensao foi
agitada por 15 segundos e a turbidez ajustada espectrofotometricamente (Pharmacia
Biotech, Ultraspec 100, New Jersey, USA), a 600 nm, até atingir absorbancia similar ao
padrao 0,5 da escala Mc Farland. Este procedimento assegurou a preparacdo de uma
suspensdo celular com uma concentragio final de 1.10” cel/mL (CHANDRA et al., 2001)
em TSB com cloranfenicol (Quemicetina Succinato/ Carlo Erba®, Milano, MI, Italia).
Apos este periodo utilizando uma pinga estéril (S.S. White Art. Dentarios LTDA,
Rio de Janeiro/RJ, Brasil), todos os espécimes foram colocados individualmente em
pocos de uma placa de cultura de tecidos de 24 pogos (TPP, Trasadingen, Switzerland),
no qual foi dispensado 2 mL da suspensdo celular, através de pipetas de precisao e
ponteira descartaveis, deixando os corpos-de-prova totalmente submersos. Todos os
espécimes foram deixados em cultura com C. albicans por 90 minutos em estufa a 37°C
sob agitacdo (THEIN; SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 2007). Cessado este
tempo, os corpos-de-prova foram individualmente e suavemente lavados em 2 mL de
PBS por duas vezes (HAWSER; DOUGLAS, 1994) para garantir a remoc¢ado de células
nao aderidas ao substrato (KUHN et al., 2002). A seguir, os corpos-de-prova foram

preparados para analise em microscopia de fluorescéncia. (FIGURA 15)

Figura 15: A*: Placa de cultura de células de 24 pocos. Fila A (1-6): Espécimes em fase de adesdo de C. albicans
(TSB + C. albicans 90028). Filas BC (1-6): Pogos destinados a lavagem suave dos espécimes com dgua destilada .
Filera D (1-6): Solugdo flourocromo Laranja de acridina. B*: Fluorocromo Laranja de acridina. C*: Estufa

incubadora com agitagdo (75 rpm, 90 minutos)
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3.2.7 Processamento dos espécimes para microscopia fluorescente

Cada corpo-de-prova foi transferido para um pocgo da placa de cultura de tecidos
de 24 pogos, contendo 1 mL do fluorocromo Laranja de acridina (Reagenzien, Merck,
Darmstadt, Germany). A concentragdo do corante 1.25 pg / 10ml PBS, foi ajustada
durante os ensaios piloto, de modo a proporcionar um melhor contraste entre as células
fingicas e a resina acrilica. Na seqiiéncia, foram aguardados 20 minutos para que
houvesse a difusdao do fluorocromo nas células aderidas (JIN et al., 2005). Este processo
foi realizado na auséncia de luz a 37°C, de acordo com as orientagdes do fabricante,
seguido por uma lavagem em PBS por 5 minutos para eliminacdo de excesso do corante.

Imediatamente apos o periodo de lavagem, 2 espécimes foram cuidadosamente
montados em lamina e laminula de vidro para microscopia, para posterior analise das
c¢lulas aderidas, mediante a utilizacdo do microscopio fluorescente Axiostar Plus Carl
Zeiss (Carl Zeiss, Gottingen, Germany). A objetiva usada foi a lente de 40x de aumento .
imediatamente a leitura no microscopio de fluorescéncia, os espécimes eram descartados,
diferente ao ensaio realizado no experimento I, onde os espécimes nao foram descartados

até completar o periodo final de avaliagdo (30 ciclos de desinfec¢do). (FIGURA 16)
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Figura 16: A: Lamina de microscopia montada para posterior analise em microscopio Fluorescente.

B: Microscopio Fluorescente . C: Plataforma de trabalho do programa axiovision Carl Zeiss.

3.2.8 Analise dos espécimes no microscopio fluorescente
A aquisi¢do das imagens foi realizada de maneira padronizada em 6 diferentes
campos (SMITH; HUNTER, 2008), de acordo com a figura 17, a fim de que nao

houvesse a possibilidade de andlise de um mesmo campo repetidas vezes.

Figura 17: Seqiiéncia padrdo de andlise dos 6 campos dos espécimes no microscopio fluorescente.
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Para a andlise das células aderidas, foi realizada a tomada fotografica de cada
um dos campos selecionados. O programa utilizado para a aquisi¢ao e processamento das
imagens digitais foi o Axiovision Carl Zeiss (Carl Zeiss, Gottingen, Germany).

A contagem dos microrganismos em cada campo de cada corpo-de-prova foi
realizada através do programa Image] 1.38x (National Institutes of Health, EUA)
(PEREIRA-CENCI et al., 2008), que proporcionou a identificacdo e a contagem das
células aderidas. Os valores médios de cada grupo encontrados foram catalogados para

posterior andlise estatistica. (FIGURA 18)

@ Image) File Edn Image Process Andyze PFlugins Window Help 0 O @8 ¢ «f (41590 =1 Wed2:26AM 3 @

mave)
Dojalo= 4N Ao @nmslsas |» 1‘

Figura 18: Plataforma de trabalho do programa Image J 1.38X.

3.3 Analise estatistica

Para o experimento I, os valores médios das mensuracdes de angulo de contato
foram analisados através do teste paramétrico ANOVA para medidas repetidas (Repeated
measures ANOVA), seguido do teste de Tukey para as comparagdes entre os grupos. Para
comparagao entre os grupos com e sem saliva foi utilizado o teste T-student.

Para o experimento II, os valores médios de adesdo celular de C. albicans foram
analisados através do teste ndo paramétrico Kruskall Wallis, seguido do teste de Dunn’s
para comparagdes entre grupos.

Para correlagdo das variaveis hidrofobicidade superficial e adesao de C. albicans,

Fo utilizado o teste de Pearson.
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4. RESULTADOS

4.1 Experimento I: Hidrofobicidade superficial de Resina acrilica

termopolimerizavel apos desinfec¢ao em solugdes quimicas.

4.1.1 Grupo Controle

Na anadlise através da mensuragdo do angulo de contato do grupo controle imerso
em agua destilada, foi possivel observar a caracteristica hidrofilica da resina acrilica
termopolimerizavel, antes da formacgao da pelicula adquirida salivar, mediante angulos de
contatos menores de 90° (FIGURA 19) durante os 30 de desinfeccdo quimica avaliados.
Foram observados valores de angulo de contato entre 57.33° &+ 3.53 e 42.17° + 4.43.
observando-se diferenga estatisticamente significante exclusivamente entre o periodo
inicial e ciclo 1. Entre os demais periodos, ndo se observou diferenga estatistica.

(TABELA 3) (GRAFICO 1)

Figura 19: A-B: Imagem de angulo de contato grupo controle inicial pré e pos pelicula adquirida. C-D: Imagem apods 1 ciclo pré e
pos pelicula adquirida. E-F Imagem de angulo de contato apds 7 ciclos pré e pos pelicula adquirida. G-H: Imagem de angulo de
contato ap6s15 ciclos pré e pos pelicula adquirida. I-J: Imagem de angulo de contato apds 30 ciclos pré e pos pelicula adquirida. Nas

imagens onde aparecem duas mensuragdes, uma terceira mensuragao foi realizada.
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Apos a formacdo da pelicula adquirida salivar (FIGURA 19), observaram-se
valores entre 28.67° + 2.87 e 43.61° = 4.80. O valor inicial apresentou diferenga
estatistica significante em relacdo aos demais periodos avaliados. O ciclo 30 apresentou
diferenca estatistica significante com os ciclos 7 e 15, ndo apresentando diferenca com o
ciclo 1. Os periodos 1, 7 e 15 ciclos foram similares entre si, ndo apresentando diferenca
estatistica significante. (TABELA 4) (GRAFICO 2)

Comparando os valores pré e pos a formagao da pelicula adquirida salivar, houve
uma diminui¢ao nos valores de angulo de contato na resina acrilica termopolimerizavel,
sendo que esses valores foram significantes em todos os periodos avaliados, excetono 1 e
30 ciclos, demonstrando variabilidade no processo de absorcao protéica seletiva por parte

do substrato. (TABELA 5) (GRAFICO 3)

A Tabela 3 representa a média e o desvio-padrao dos valores de angulo de contato de

cada grupo nos diferentes tempos prévio a formagao de pelicula adquirida salivar.

Ciclos de desinfeccgao Controle Solugdes desinfetantes
Agua Destilada Hipoclorito de Sédio 1% | Gluconato de Clorexidina 4%
Inicial 57.33° + 3.53 aA 59.06° + 2.28 aA 57.44° + 5.68 aA
1 ciclo 41.61° + 4.58 bA 59.83° + 4.09 abB 49.67° + 2.15 ¢C
7 ciclos 45.39° + 3.50 bA 67.89° + 3.69 cB 45.61° £ 5.39 cA
15 ciclos 44.50° + 6.25 bA 72.44° £ 3.42 cB 42.33° + 5.82 beA
30 ciclos 42.17° + 4.43 bA 66.61° £ 2.59 beB 38.06° £ 5.78 bA

Tempos com a mesma letra mintscula em cada coluna e solugdes com a mesma letra maiuscula em cada fila, ndo possuem diferenca
estatistica significante entre si.
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O Grafico 1 representa a média dos valores de angulo de contato de cada grupo nos

diferentes ciclos prévio a formagao de pelicula adquirida salivar

20

4]
Inicial 1 ciclo 7 cicles 15 ciclas 30 ciclos

O Controle O H1% GC4%

H1% - Grupo Hipoclorito de sédio 1%  GC4 — Grupo Gluconato de clorexidina 4%

4.1.2 Grupo Hipoclorito de sodio 1%

Na andlise através da mensuragdo do angulo de contato do grupo experimental,
imerso em Hipoclorito de so6dio 1%, também foi possivel observar a caracteristica
hidrofilica da resina acrilica termopolimerizavel, antes e depois da formagao da pelicula
adquirida salivar, mediante angulos de contatos menores que 90° (FIGURA 20) durante
os periodos de avaliacdo. Reportaram-se valores de angulo de contato entre 59.06° + 2.28
e 66.61° = 2.59. Analisando os valores reportados prévio a formagdo da pelicula
adquirida salivar (FIGURA 20), observou-se que o valor inicial teve diferenca
estatisticamente significante com os valores referentes aos ciclos 7, 15 e 30, os quais ndo
apresentaram diferenga estatistica entre si. O primeiro ciclo ndo apresentou diferenga

estatistica com o valor inicial e o ciclo 30. (TABELA 3) (GRAFICO 1)
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Figura 20: A-B: Imagem de angulo de contato grupo H1% inicial pré e pos pelicula adquirida. C-D: Imagem apds 1 ciclo pré e pos
pelicula adquirida. E-F Imagem de angulo de contato apds 7 ciclos pré e pds pelicula adquirida. G-H: Imagem de angulo de contato
apos15 ciclos pré e pos pelicula adquirida. I-J: Imagem de angulo de contato apos 30 ciclos pré e pds pelicula adquirida. Nas imagens

onde aparecem duas mensuragdes, uma terceira mensuragao foi realizada.

Apo6s a formacgao da pelicula adquirida salivar (FIGURA 20), observou-se que o
resultado referente ao ciclo 7 apresentou diferencga estatistica em relagdo aos periodos
inicial e 30 ciclos. Os periodos inicial, 1, 15 e 30 ciclos foram similares entre si, ndo
apresentando diferenca estatistica significante. (TABELA 4) (GRAFICO 2)

Comparando os valores de angulo de contato, pré e pds formagdo de pelicula

adquirida salivar, observou-se uma diminuigdo estatisticamente significante em todos os

periodos avaliados. (TABELA 5) (GRAFICO 4)
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A Tabela 4 representa a média e o desvio-padrao dos valores de angulo de contato de

cada grupo nos diferentes ciclos, posterior a formacao de pelicula adquirida salivar.

Ciclos de desinfecg¢ao Controle Solugdes desinfetantes
Agua Destilada Hipoclorito de Sédio 1% | Gluconato de Clorexidina 4%
Inicial 28.67° + 2.87 acA 31.89° + 4.11 aA 32.78° + 5.79 bA
1 ciclo 36.06° = 3.86 beA 30.67° + 3.45 abA 44.00° + 4.30 aB
7 ciclos 32.67°+ 4.64 cA 22.89° + 4.47 bB 31.39° + 5.18 bA
15 ciclos 31.28° £ 6.44 cA 28.28° + 3.76 abA 30.17° + 5.88 bA
30 ciclos 43.61° + 4.80 bA 33.78° + 4.59 aB 37.00° + 5.42 abB

Tempos com a mesma letra minuscula em cada coluna e solugdes com a mesma letra maiuscula em cada
fila, ndo possuem diferenga estatistica significante entre si.

O Grafico 2 representa a média dos valores de angulo de contato de cada grupo nos
diferentes ciclos, posterior a formagado de pelicula adquirida salivar.
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4.1.3 Grupo Gluconato de clorexidina 4%

Na andlise através da mensuracdo do angulo de contato do grupo experimental,
imerso em Gluconato de clorexidina 4%, foi possivel observar a caracteristica hidrofilica
da resina acrilica termopolimerizavel antes ¢ depois da formagdo da pelicula adquirida
salivar, mediante angulos de contatos menores de 90° através dos ciclos de desinfec¢ao
quimica avaliados. Reportaram-se valores de angulo de contato entre 57.44° £ 5.68 ¢
38.06° £ 5.78. Analisando-se os valores reportados prévio a formagdo da pelicula
adquirida salivar (FIGURA 21), pode-se observar que o valor inicial teve diferencga
estatisticamente significante comparativamente aos valores referentes aos outros ciclos
avaliados. Os ciclos 1, 7 ¢ 15 ndo apresentaram diferengas estatisticamente significante
entre si; e o ciclo 15 ndo apresentou diferenca estaticamente significante com o ciclo 30.

(TABELA 3) (GRAFICO 1)

Figura 21: A-B: Imagem de angulo de contato grupo GC4% inicial pré e pds pelicula adquirida. C-D: Imagem ap6s 1 ciclo pré e pos
pelicula adquirida. E-F Imagem de angulo de contato apds 7 ciclos pré e pds pelicula adquirida. G-H: Imagem de angulo de contato
apos15 ciclos pré e pos pelicula adquirida. I-J: Imagem de angulo de contato apos 30 ciclos pré e pds pelicula adquirida. Nas imagens

onde aparecem duas mensuragdes, uma terceira mensuragao foi realizada.
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Apos a formacdo da pelicula adquirida salivar (FIGURA 21), observaram-se
valores entre 30.17 £ 5.88 ¢ 44.00 + 4.30. O resultado referente ao ciclo 1 apresentou
diferenca estatistica significante com os ciclos inicial, 7 e 15 ciclos, ndo apresentado
diferenca estatistica significante com o ciclo 30. Os ciclos inicial, 7, 15 ¢ 30 foram
similares entre si, ndo apresentando diferenca estatistica significante. (TABELA 4)
(GRAFICO 2)

Comparando os valores de angulo de contato, pré e pds formagao da pelicula
adquirida salivar, observou-se uma diminuicao estatisticamente significante em todos os

ciclos avaliados, exceto para o ciclo 30. (TABELA 5) (GRAFICO 5)

4.1.4 Comparacao dos desinfetantes prévios a formacido de pelicula adquirida

salivar

Comparando os valores obtidos dos grupos controle e experimentais previamente
a formacao de pelicula adquirida salivar nos diferentes ciclos, houve uma diferenca
estatistica significante entre o grupo controle e o Gluconato de clorexidina 4% no ciclo 1,
ndo se encontrando diferenca estatistica nos outros periodos. Comparando o grupo
controle € o Gluconato de clorexidina 4% com a solu¢do de Hipoclorito de sodio 1%,
observou-se diferenca estatistica em todos os periodos, exceto no ciclo inicial.

(TABELA 3) (GRAFICO 1)

4.1.5 Comparacao dos desinfetantes posterior a formaciao de pelicula adquirida

salivar

Comparando os valores obtidos dos grupos controle e experimentais posterior a
formacdo de pelicula adquirida salivar nos diferentes ciclos, pode-se observar diferenca
estatistica significante entre o grupo controle ¢ o Gluconato de clorexidina 4% no 1 e 30
ciclos, ndo se verificando diferenga estatistica nos outros periodos. Comparando o grupo
controle com a solu¢do de Hipoclorito de sddio 1%, observou-se diferenca estatistica nos

periodos 7 e 30 ciclos. Comparando as solugdes desinfetantes Hipoclorito de s6dio 1% e
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Gluconato de clorexidina 4%, observou-se diferenca estatistica nos periodos 1 e 7 ciclos.
(TABELA 4) (GRAFICO 2)

A Tabela 5 representa a média e o desvio-padrao dos valores de angulo de contato de

cada grupo nos diferentes ciclos prévio e posterior a formagdo de pelicula adquirida

salivar.

Desinfetante Ciclos S- S+
Inicial 57.33° + 3.53* 28.67° + 2.87*
1 ciclo 41.61° + 4.58 36.06° + 3.86
Controle 7 ciclos 45.39° + 3.50* 32.67° + 4.64*
15 ciclos 44.50° + 6.25* 31.28° + 6.44*
3o ciclos 42.17° + 4.43 43.61° = 4.80
Inicial 59.06° + 2.28* 31.89° + 4.11*
1 ciclo 59.83° + 4.09* 30.67° £ 3.45*
Hipoclorito de Sédio 1% 7 ciclos 67.89° + 3.69* 22.89° + 4.47*
15 ciclos 72.44° + 3.42* 28.28° + 3.76*
3o ciclos 66.61° + 2.50* 33.78° + 4.50*
Inicial 57.44° + 5.68*% 32.78° + 5.79*%
1 ciclo 49.67° = 2.15* 44.00° £ 4.30*
Gluconato de Clorexidina 4% 7 ciclos 45.61° + 5.39* 31.39° + 5.18*%
15 ciclos 42.33° + 5.82* 30.17° + 5.88*
3o ciclos 38.06° + 5.78 37.00° £ 5.42

Valores com asterisco (*) em cada solucao e tempo testado possuem diferenca estatisticamente significante.
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O Grafico 3 representa a média dos valores de angulo de contato do grupo controle nos

diferentes ciclos prévio e posterior formacao de pelicula adquirida salivar
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O Grafico 4 representa a média dos valores de angulo de contato do grupo Hipoclorito de
sodio 1%, nos diferentes tempos prévio e posterior a formagao de pelicula adquirida

salivar.
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O Grafico 5 representa a média dos valores de angulo de contato do grupo Gluconato de
clorexidina 4%, nos diferentes ciclos prévio e posterior a formagao de pelicula adquirida

salivar.
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4.2 Experimento II: Colonizacio de C. albicans sobre resina acrilica

termopolimerizavel apos desinfec¢do em solugdes quimicas.

4.2.1 Grupo Controle

Na analise da adesdo de C. albicans sobre resina acrilica termopolimerizavel, no
grupo controle imerso em agua destilada foram observados valores de média e desvio
padrao respectivamente entre 99.53 + 29.84 e 30.22 + 14.40, prévio a formagdo da
pelicula adquirida salivar, sem que esses valores apresentassem diferenca estatisticamente
significante entre os diferentes periodos avaliados. (TABELA e GRAFICO 6)

Apo6s a formagdo da pelicula adquirida salivar, foram observados valores entre
73.64 + 30.10 e 10.28 + 3.53, apresentando-se diferenga estatisticamente significante
exclusivamente entre os valores inicial e 30 ciclos. (TABELA e GRAFICO 7)

Comparando os grupos com e sem saliva do grupo controle nos diferentes
periodos avaliados, foi possivel observar diferenca estatisticamente significante
unicamente nos periodos 1, 15 e 30 ciclos. (TABELA e GRAFICO 8). Ilustracdes
(FIGURA 22)
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Figura 22: A-B: Imagem de campo obtida por microscopia do grupo controle inicial pré e pds pelicula adquirida. C-D: Imagem de 1
ciclo pré e pos pelicula adquirida. E-F Imagem de 7 ciclos pré e pos pelicula adquirida. G-H: Imagem de 15 ciclos pré e pos pelicula

adquirida. I-J: Imagem 30 ciclos pré e pos pelicula adquirida.
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A Tabela 6 representa a média e o desvio-padrao dos valores de células aderidas de C.

albicans em cada grupo nos diferentes ciclos prévio a formacao de pelicula adquirida

salivar
Ciclos de desinfecgio Controle Solugdes desinfetantes
Agua Destilada Hipoclorito de Sédio 1% | Gluconato de Clorexidina 4%

Inicial 99.53 + 29.84aA 99.53 + 29.84 aA 99.53 + 29.84 aA
1 ciclo 47.42 + 21.68aA 96.81 + 46.70 abA 61.67 + 38.03 abA
7 ciclos 38.22 + 38.50aA 37.06 + 30.24 abA 44.58 + 33.67 abcA

15 ciclos 30.81 + 15.70aA 37.25 + 12.906 abA 18.53 + 13.00 beA

3o ciclos 30.22 + 14.40aA 19.03 + 10.37 bA 20.44 + 13.24 bA

Tempos com a mesma letra minuscula em cada coluna e solugdes com a mesma letra maiuscula em cada
fila, ndo possuem diferenga estatistica significante entre si.

O Grafico 6 representa a média dos valores de células aderidas de C. albicans de cada

grupo nos diferentes ciclos avaliados, prévio a formacao de pelicula adquirida salivar
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4.2.2 Grupo Hipoclorito de sodio 1%

Na analise da adesdo de C. albicans sobre resina acrilica termopolimerizavel, no
grupo experimental imerso em Hipoclorito de s6dio 1%, foram observados valores de
media e desvio padrdo entre 99.53 £29.84 ¢ 19.03 + 10.37, prévio a formacao da pelicula
adquirida salivar. Observando-se diferenca estatisticamente significante exclusivamente
entre os periodos inicial e 30 ciclos. (TABELA ¢ GRAFICO 6)

Apo6s a formagdo da pelicula adquirida salivar, foram observados valores entre
73.64 + 30.10 e 8.5 + 8.26, apresentando-se diferenca estatisticamente significante
exclusivamente entre os valores inicial e 30 ciclos. (TABELA e GRAFICO 7)

Comparando os grupos com e sem saliva do grupo experimental Hipoclorito de
sodio 1% nos diferentes periodos avaliados, foi possivel observar diferenga
estatisticamente significante unicamente nos periodos 1, 15 e 30 ciclos. (TABELA 8)

(GRAFICO 9) Ilustragdes (FIGURA 23).
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Figura 23: A-B: Imagem de campo obtida por microscopia do grupo Hipoclorito de sodio 1%, inicial pré e pos pelicula adquirida. . C-
D: Imagem de 1 ciclo pré e pos pelicula adquirida. E-F Imagem de 7 ciclos pré e pos pelicula adquirida. G-H: Imagem de 15 ciclos

pré e pos pelicula adquirida. I-J: Imagem 30 ciclos pré e pos pelicula adquirida.
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A Tabela 7 representa a média e o desvio-padrao dos valores de células aderidas de C.

albicans em cada grupo nos diferentes ciclos posterior a formacao de pelicula adquirida

salivar.
Ciclos de desinfec¢io Controle Solugdes desinfetantes
Agua Destilada Hipoclorito de Sédio 1% | Gluconato de Clorexidina 4%

Inicial 73.64 + 30.100A 73.64 + 30.100A 73.64 + 30.10aA
1 ciclo 25.00 + 18.51abA 38.22 + 23.26abA 30.08 + 39.91aA
7 ciclos 23.70 + 13.93abA 25.58 + 15.14abA 57.97 + 29.66aA

15 ciclos 18.86 + 17.00abA 39.92 + 22.82abA 33.95 + 49.650A

30 ciclos 10.28 + 3.53bA 8.5 + 8.26bA 16.11 + 8.42aA

Tempos com a mesma letra minuscula em cada coluna e solugdes com a mesma letra maiuscula em cada
fila, ndo possuem diferenga estatistica significante entre si.

O Grafico 7 representa a média dos valores de células aderidas de C. albicans de cada

grupo nos diferentes ciclos avaliados, posterior a formacao de pelicula adquirida salivar.
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4.2.3 Grupo Gluconato de clorexidina 4%

Na analise da adesdo de C. albicans sobre resina acrilica termopolimerizavel, no
grupo experimental imerso em Gluconato de clorexidina 4%, foram observados valores
de média e desvio padrao respectivamente entre 99.53 + 29.84 ¢ 20.44 + 13.24 , prévio a
formacdo da pelicula adquirida salivar. Observando-se diferenca estatisticamente
significante quando comparado o periodo inicial vs. ciclos 15 e 30. (TABELA e
GRAFICO 6)

Apo6s a formagdo da pelicula adquirida salivar, foram observados valores entre
73.64 +£30.10 e 16.11 + 8.42, ndo apresentando-se diferenca estatisticamente significante
entre os valores correspondentes a os periodos avaliados. (TABELA e GRAFICO 7)

Comparando os grupos com e sem saliva do grupo experimental Gluconato de
clorexidina 4% nos diferentes periodos avaliados, foi possivel observar diferenca
estatisticamente significante exclusivamente no periodo 1 ciclo. (TABELA 8 e

GRAFICO 10). Ilustragdes (FIGURA 24)
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Figura 24: A-B: Imagem de campo obtida por microscopia do grupo Gluconato de clorexidina 4%, inicial pré e pos pelicula
adquirida. C-D: Imagem de 1 ciclo pré e pos pelicula adquirida. E-F Imagem de 7 ciclos pré e pos pelicula adquirida. G-H: Imagem

de 15 ciclos pré e pos pelicula adquirida. I-J: Imagem 30 ciclos pré e pos pelicula adquirida.
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4.2.4 Comparacao dos desinfetantes prévio a formacao de pelicula adquirida salivar

Comparando os valores de adesdo de C. albicans obtidos dos grupos controle e
experimentais, previamente a formacdo de pelicula adquirida salivar, ndo houve uma

diferenca estatistica significante entre os grupos, nos diferentes periodos avaliados .

(TABELA e GRAFICO 6)

4.2.5 Comparacao dos desinfetantes posterior a formaciao de pelicula adquirida

salivar

Comparando os valores de adesdo de C. albicans obtidos dos grupos controle e
experimentais, posterior a formacdo de pelicula adquirida salivar, ndo houve uma

diferenca estatistica significante entre os grupos, nos diferentes periodos avaliados .

(TABELA e GRAFICO 7)

A Tabela 8 representa a média e o desvio-padrao dos valores de células aderidas de C.

albicans em cada grupo, nos diferentes ciclos prévio e posterior a formacao de pelicula

adquirida salivar.

Desinfetante Ciclos S- S+

Inicial 99.53 + 29.84 73.64 + 30.10
1 ciclo 47.42 + 21.68* 25.00 % 18.51*

Controle 7 ciclos 38.22 + 38.50 23.70 + 13.93
15 ciclos 30.81 + 15.70* 18.86 + 17.00*

30 ciclos 30.22 i 14.40* 10.28 + 3.53*
Inicial 99.53 + 29.84 73.64 + 30.10
1 ciclos 06.81 + 46.70* 38.22 + 23.26*

Hipoclorito de Sédio 1% 7 ciclos 37.06 £ 30.24 25.58 + 15.14
15 ciclos 37.25 + 12.96* 39.92 + 22.82*

3o ciclos 19.03 * 10.37* 8.5 + 8.26*
Inicial 99.53 + 29.84 73.64 + 30.10
1 ciclo 61.67 + 38.03* 30.08 £ 39.91*

Gluconato de Clorexidina 4% 7 ciclos 44.58 + 33.67 57.97 + 20.66
15 ciclos 18.53 + 13.00 33.95 + 49.65

30 ciclos 20.44 + 13.24 16.11 + 8.42

Valores com asterisco (*) em cada solugdo e tempo testado possuem diferenca estatisticamente significante.



Resultados

O Grafico 8 representa a média dos valores dos valores de células aderidas de C.
albicans do grupo controle nos diferentes ciclos avaliados, prévio e posterior formacao

de pelicula adquirida salivar
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O Grafico 9 representa a média dos valores dos valores de células aderidas de C.
albicans do grupo Hipoclorito de sédio 1%, nos diferentes ciclos avaliados, prévio e
posterior formagao de pelicula adquirida salivar
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O Grafico 10 representa a média dos valores dos valores de células aderidas de C.
albicans do grupo Gluconato de clorexidina 4%, nos diferentes ciclos avaliados, prévio e

posterior formagdo de pelicula adquirida salivar
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4.3 Correlacio entre hidrofobicidade superficial e adesiao de C. albicans a resina

acrilica termopolimerizavel pré e pos formacio de pelicula adquirida salivar

ApOs analise estatistica, ndo foi possivel afirmar que existe correlagdo entre o nivel
de adesao de C. albicans a resina acrilica termopolimerizavel e hidrofobicidade
superficial nos grupos avaliados, exceto para o grupo Controle e Gluconato de

clorexidina 4% antes da formacao da pelicula adquirida salivar. (TABELA 9)

A Tabela 9 representa o Valor de P do teste de correlagdo entre as variaveis
Hidrofobicidade superficial e adesdao de C. albicans a resina acrilica termopolimerizavel

prévio e posterior a formacao de pelicula adquirida salivar.

Correlagao Hidrofobicidade x Adesdao
S- S+
Contirole o.0477* 0.3457
Hl‘; “;fili‘::';z s 0.8325 0.0676
Gluconato de et e
Clorexidina 4% S 5055

Valores com asterisco (*) em cada solugdo possuem diferenga estatisticamente significante.
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5 DISCUSSAO

5.1 Discussio de materiais e método

A adesdo de microorganismos a materiais de confec¢do de proteses compreende
um complexo sistema que ainda hoje ndo esta bem elucidado (TEUGHELS et al., 2006).
A adesdao da C. albicans a materiais poliméricos, em especial a resina acrilica para
confec¢ao de dentaduras, ndo foge dessa afirmagdo, pois inumeros fatores “in vivo”
interferem na adesdao do fungo na cavidade oral. Fatores como a degluticdo, movimentos
musculares e a presenga de saliva interagem amortecendo ou permitindo maior ou menor
adesdo microbiana a superficies orais. (TEUGHELS et al., 2006)

Caracteristicas superficiais dos materiais e da C. albicans ja tém sido associados a
adesdo. A rugosidade superficial e a hidrofobicidade, entre outros, t€ém sido relatados na
literatura como variaveis importantes ao se estudar a capacidade de adesao do fungo.

No que se refere a Hidrofobicidade, a literatura € confusa na terminologia correta
para designar a interacao dos liquidos com superficies sélidas. Termos como Energia
livre de superficie e molhabilidade também sdo utilizados e as vezes confundidos. A
Energia livre de superficie ¢ definida como a interagdo entre as forgas de coesdo e as
forcas de adesdo, que determinariam a ocorréncia ou ndo de molhabilidade em um solido.
Para a mensuragdo exata da energia livre de superficie € preciso utilizar varios liquidos de
diferentes tensdes superficiais que, apds o contato com a superficie sélida, formam um
angulo de contato. A analise e comparacao deste angulo pode dar informacgdes das
caracteristicas fisico-quimicas do substrato. J& a molhabilidade ¢ considerada como a
qualidade ou estado de um solido ser umidificavel, ou o grau a que pode ser umidecido;
também pode ser definida como a capacidade de qualquer superficie so6lida de ficar
molhada quando em contato com um liquido cuja tensdo superficial foi reduzida, de
modo que o liquido se espalha sobre a superficie do so6lido. O termo adotado neste
trabalho foi o de Hidrofobicidade superficial por ser considerado o mais apropriado para
a técnica desenvolvida para a obtengdo de resultados. A hidrofobicidade superficial
indica o grau de repulsio a agua que um soélido possui, podendo informar as

caracteristicas fisico-quimicas do substrato testado.
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Para a mensuragdo da hidrofobicidade superficial foi utilizada agua milli-Q, por
considerar que o teste ¢ altamente sensivel a contamina¢do e componentes 16nicos do
liquido utilizado. A temperatura do liquido (Temperatura ambiente) também foi
considerada, ja que um aumento na temperatura do liquido utilizado produziria angulos
de contato menores ao diminuir sua tensdo superficial, enquanto que um aumento na
temperatura produziria o efeito contrario (DE JONG; VAN PELT; ARENDS, 1982). A
rugosidade do espécime ¢ um fator importante a considerar, ja que mudancas de mais de
0.1 um no substrato produzem variacoes na mensuragdo do angulo de contato,
dependente do valor do angulo de contato na superficie lisa (Valor inicial). Assim,
superficies que apresentarem valores iniciais de angulo de contato menor a 60° em caso
de aumento da rugosidade apresentariam valores finais menores de angulo de contato,
enquanto que se o angulo de contato inicial ¢ maior a 86° a rugosidade aumentaria esse
angulo final. Em angulos iniciais entre 60° e 86° a rugosidade ndo teria influéncia no
angulo de contato final. (BUSSCHER et al., 1984; DE JONG; VAN PELT; ARENDS,
1982; NAKAE; HIRATA; HIROYUKE, 1998). Por esse motivo, e para possibilitar a
posterior comparacao com os resultados de adesdao de C. albicans, foi considerada uma
rugosidade de aproximadamente 2pum que estd acima do limiar de adesdo microbiana de
0.2um (QUIRYNEN; BOLLEN, 1995; TEUGHELS et al., 2006) e ndo influenciaria na
mensuracao da hidrofobicidade superficial, devido a que os valores de rugosidade
superficial da resina Lucitone ndo sdo modificados significantemente apds 30 ciclos de
desinfeccao utilizando Hipoclorito de sédio 1% ou Gluconato de clorexidina 4%.
(PINTO, 2007).

O mecanismo de registro por meio de fotografias do angulo de contato ¢ um
método eficaz e simples viabilizando a realizag¢do do teste e ja utilizada com sucesso (DE
JONG; VAN PELT; ARENDS, 1982; DE JONG et al., 1984; NAKAE; HIRATA;
HIROYUKE, 1998; YILDIRIM et al., 2005). A padronizacao de distancia entre substrato
e maquina fotografica, e parametros fotograficos como abertura e velocidade sdo
considerados importantes e devem ser observados.

A formagdo da pelicula adquirida salivar na cavidade oral ¢ documentada como
uma variavel capaz de interferir na capacidade de adesdo da C. albicans. Resultados

discordantes sdo reportados na literatura e diversas sdo as conclusdes a respeito ao
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verdadeiro papel da saliva na adesdo de C. albicans. Enquanto alguns autores concluem
que a saliva humana aumenta a adesao de C. albicans a superficies acrilicas, (MILLSAP
et al., 1999; SAMARANAYAKE; NAIR, 1995; VASILAS et al., 1992) devido a
componentes como a mucina, (DODDS; JOHNSON; YEH, 2005; EDGERTON et al.,
1993; NIKAWA; HAMADA, 1990; NIKAWA et al., 1993) estaterina (JOHANSSON et
al., 2000) (que facilitam a adesdo da C. albicans a materiais resilientes embebidos em
saliva) (NIKAWA et al., 2000) outros afirmam que a saliva diminui a adesao, (BOSCH
et al.,2003; MAZA et al., 2002; MILLSAP et al., 1999; MOURA et al., 2006; NIKAWA
et al., 1992b; PEREIRA-CENCI et al., 2007, SAMARANAYAKE; MACFARLANE,
1980; WATERS et al., 1997) devido a componentes como lisozima, histanina,
lactoferrina, calprotectina e S-IgA que interagem com as espécies de Candida diminuindo
sua adesdo. (CANNON; CHAFFIN, 2001; DODDS; JOHNSON; YEH, 2005;
ELGUEZABAL; MAZA; PONTON, 2004; TANIDA et al., 2001) Ainda, alguns autores
relataram que ndo ha influéncia alguma da saliva na adesdo da C. albicans aos materiais
acrilicos (JIN et al., 2004; NIKAWA et al., 1992a; TARI et al., 2007), isso devido a
numerosos protocolos de obtengdo e natureza da saliva coletada. Neste trabalho foi
utilizada saliva humana nao estimulada, com o intuito de verificar o efeito da formacao
da pelicula adquirida salivar tanto na hidrofobicidade superficial, como na adesdo da C.
albicans sobre resina acrilica termopolimerizavel.

Saliva humana nao estimulada foi utilizada, pois apresenta 70% de saliva
proveniente das glandulas submandibular/sublingual, 15-20% da glandula parétida e 5-
8% das glandulas salivares menores, consideradas as responsaveis pela maior parte da
formacgdo da pelicula adquirida salivar na superficie interna da prétese total. Na saliva
estimulada, 45-50% provém da parotida e quantidades menores das glandulas salivares
menores (SREEBNY, 2000). Idealmente, a saliva proveniente das glandulas salivares
menores do palato deveria ser utilizada para a formagao da pelicula adquirida salivar, mas
poucos trabalhos tém sido desenvolvidos referentes a este assunto (EDGERTON et al.,
1993) devido a falta de conhecimento da natureza da secrecao e dificuldade de coleta. A
maioria destes trabalhos se restringe ao uso de saliva proveniente das glandulas salivares
menores labiais devido a facilidade de obtengdo, apesar das pequenas quantidades

(RADFORD; CHALLACOMBE; WALTER, 1999).
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E reconhecido na literatura que a adesdo de Candida sp. compreende um processo
complexo, pela grande quantidade de fatores que sao envolvidos, o que poderia justificar
as contradigdes que sao reportadas entre os resultados de trabalhos realizados in vitro.

Um método de estudo para analisar a adesdo microbiana a polimeros plasticos, em
especial de C. albicans ao acrilico para dentadura, ndo estd padronizado, assim nao existe
um protocolo experimental tinico. O sistema mais utilizado ¢ a contagem de campos por
meio microscopico (MCCOURTIE; DOUGLAS, 1981; MINAGI et al., 1985; MOURA
et al., 2006; NAIR; SAMARANAYAKE, 1994; PARK et al., 2008; RADFORD et al.,
1998; SAMARANAYAKE; MACFARLANE, 1980; WALTIMO; VALLITTU;
HAAPASALOQO, 2001; YILDIRIM et al., 2005), outros métodos utilizados sdao: marcagao
dos microorganismos com elementos radioativos como a metionina o uridina (VASILAS
et al., 1992; WEBB et al., 1995), microscopico eletronico (NIKAWA et al., 1993;
OKITA et al., 1991; WALTIMO et al., 1999), capacidade de crescimento de UFC
(unidades formadoras de colonias) apos diluigdes seriadas (BURNS et al., 1987,
PARANHOS et al., 2009; RIBEIRO et al., 2009; SPIECHOWICZ et al., 1990). Cada
autor utiliza a metodologia dependendo de disponibilidade, viabilidade e dominio da
técnica selecionada. (SERRANO-GRANGER et al., 2005)

Diversas espécies de Candida sp sao utilizadas para ensaios de adesdo e
desinfeccao na literatura (MOURA ef al., 2006; SANITA et al., 2009) (MINAGI et al.,
1985; SERRANO-GRANGER et al., 2005), o que dificulta a completa comparagao de
resultados. Neste estudo foi utilizada a cepa de Candida ATCC 90028, utilizada em
varios experimentos na literatura (CAMACHO; GASPARETTO; SVIDZINSKI, 2007,
MUTALI et al., 2009; SANITA et al., 2009). Assim como o método selecionado para
contagem celular, a eleicdo da cepa na maioria das vezes ¢ eleicdo do pesquisador, pois
nao ha padronizacdo, exceto em casos pontuais, onde um determinado tipo de cepa
apresente caracteristicas concretas para desenvolver um projeto especfico.

Observa-se na literatura uma grande variagdo na concentracdo do indculo
microbiano empregado em estudos similares, variando desde 10° (NIKAWA et al., 1993)
a 10° (SEGAL; LEHRMAN; DAYAN, 1988; WALTIMO et al., 1999), o que pode
explicar divergéncias entre alguns resultados encontrados, pois uma concentragdo

microbiana elevada pode favorecer uma contaminagdo mais intensa e extensa da
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superficie da resina acrilica. Neste estudo foi selecionada a concentragdo de 107 por ser a
mais amplamente utilizada (CHANDRA et al., 2001; MINAGI et al., 1985; NIKAWA;
HAMADA, 1990; NIKAWA et al, 1992a; RADFORD et al, 1998;
SAMARANAYAKE; MACFARLANE, 1980; VERRAN; MOTTERAM, 1987,
WATERS et al., 1997).

A temperatura e tempo de incubagdo para a fase de adesao selecionado foi de 90
minutos a 37°C preconizada por Chandra et al (CHANDRA ef al., 2001). A temperatura
de 37°C foi selecionada por reproduzir “in vitro” a temperatura média da cavidade oral.
Em relacdo ao tempo de incubagdo, a literatura relata desde uma hora (MINAGI ef al.,
1985; SAMARANAYAKE; MACFARLANE, 1980; TSANG; HONG, 2009; VERRAN;
MOTTERAM, 1987; WATERS et al., 1997) a duas horas (NIKAWA et al., 1993;
OKITA et al., 1991; VASILAS et al., 1992; WEBB et al., 1995). Segundo Maza et al
2002 (MAZA et al., 2002) o maximo de adesdo ¢ atingida em 2 horas. Uma hora e trinta
minutos ¢ considerado por Chandra ef al 2001 (CHANDRA et al., 2001) como o tempo
de adesao ideal para formagao de biofilme de C. albicans.

A elei¢ao do método de coloragdo para posterior andlise por microscopia ¢ uma
das varidveis nos trabalhos publicados na literatura. Diversos corantes sdo utilizados
como violeta cristal (MCCOURTIE; DOUGLAS, 1981; MINAGI et al., 1985; OKITA et
al., 1991; SILVA et al., 2009), Coloragao Gram (NAIR; SAMARANAYAKE, 1994;
SAMARANAYAKE; MACFARLANE, 1980) e branco calcofluor 0.1% (MAZA et al.,
2002) e a 1% (SENTANDREU et al., 1997). Neste estudo optou-se por fluorocromo de
Laranja de acridina devido a disponibilidade, conhecimento da técnica e uso na literatura.
(GRANGER, 2002; SARDIN et al., 2004; SERRANO-GRANGER et al., 2005).

Embora para a correlacdo direta entre o Experimento I (Hidrofobicidade
Superficial) e Il (adesdao de C. albicans) seria ideal o uso do mesmo espécime, as
condig¢des requeridas para o uso de microscopia e fluorocromo para contagem de células
aderidas no acrilico termopolimerizavel para base de dentadura inviabilizaram esta
condicdo. O wuso de acrilico termopolimerizavel cor rosa médio e incolor nos
Experimentos I e II ndo impede a correlacio dos resultados, pois variagdes de

composi¢do como colorantes, agentes de entrecruzamento e estabilizantes que melhorem
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as propriedades da resina, nao se traduzem em grandes diferencas nos valores de
hidrofobicidade superficial do material. (GRANGER, 2002).

Para este estudo foram utilizados 6 espécimes em cada grupo testado,
representando uma média do numero de espécimes utilizados em alguns estudos similares
reportados na literatura, onde foram utilizados: 10 espécimes (SERRANO-GRANGER et
al., 2005), 6 espécimes (EDGERTON et al., 1993) e 4 espécimes (VASILAS et al., 1992)

5.2 Discussio de resultados

No presente trabalho, os dados obtidos de hidrofobicidade superficial apos
desinfeccdo quimica e formacdo de pelicula adquirida salivar indicam que existem
diferencas estatisticamente significativas, apos a andlise estatistica utilizando o teste
paramétrico para medidas repetidas (Repeated measures ANOVA) e T-pareado.

Nenhum trabalho na literatura relaciona mudancas na hidrofobicidade superficial
da resina acrilica termopolimerizavel apds desinfec¢do quimica ou imersdao em agua.

Os resultados de angulo de contato obtidos neste trabalho para resina
termopolimerizavel para dentadura apresentaram valores iniciais entre 57.33 € 59.06°. Os
valores relatados na literatura variam de desde 78.65° para a resina termopolimerizavel
Meliodent (Yildirim 2005), 68.64° para a resina termopolimerizavel Lucitone
(SERRANO-GRANGER et al., 2005) e entre 69-90° para 9 resinas termopolimerizaveis
(MINAGI et al., 1985). Essa diferenca entre valores reportados na literatura pode se
dever as diferentes metodologias utilizadas, pelas quais € possivel mensurar a
hidrofobicidade superficial de um sélido, desde a técnica da gota séssil utilizada neste
estudo e por outros autores (SARDIN et al., 2004; WEERKAMP; VAN DER MEI;
BUSSCHER, 1985), técnica de for¢a de molhabilidade, utilizando tensidometro (SIPAHI;
ANIL; BAYRAMLI, 2001) e angulo de contato dindmico (ZISSIS et al., 2001).

Comparado com os valores iniciais, uma diminuicdo estatisticamente
significante foi observada a partir do primeiro ciclo de desinfeccdo nos valores de ngulo
de contato nos grupos controle e Gluconato de clorexidina 4%; no grupo Hipoclorito de
sodio 1% essa diminuigdo foi observada a partir do sétimo ciclo de desinfec¢do. Assim ¢

possivel afirmar que a imers@o em solugdes aquosas modifica as caracteristicas fisico-
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quimicas da resina acrilica. Oscilacdes nos valores através dos periodos avaliados foram
observadas no grupo Hipoclorito sédio 1% e diminui¢do constante no grupo Gluconato
de clorexidina 4%. Frente a alta variabilidade dos resultados, pode-se afirmar que o
Hipoclorito de sodio 1% foi o Uinico desinfetante utilizado que se diferenciou dos grupos
controle ¢ Gluconato de clorexidina 4% em todos os periodos, exceto no valor inicial,
onde todos os grupos apresentaram valores semelhantes, resultado esperado ja que todos
os espécimes apresentavam as mesmas condigdes nos ensaios iniciais. Essas mudancas na
hidrofobicidade do Hipoclorito 1% pode ser embasada na possivel absor¢do por parte da
resina acrilica de fons de hidréxido (COH) presentes no Hipoclorito de sodio para
aumentar seu potencial de limpeza e estabilizar compostos clorados livres em forma de ~
OCI. Estes ions de hidroxido presentes na solugdo podem ser absorvidos por superficies
solidas hidrofilicas, carregando-a negativamente (FUKUZAKI, 2006). Superficies
hidrofilicas podem se transformar em hidrofobicas frente a duas realidades: quando o pH
da solucao onde o sélido esta imerso se encontra no ponto isoelétrico (equilibrio entre as
cargas positivas e negativas) e quando sao administrados ions plurivalentes na solucao de
imersdo, cuja fungdo € neutralizar total ou parcialmente o substrato (OSS, 1995).

Uma diminuigao do angulo de contato foi observada em todos os grupos apos a
formagdo da pelicula adquirida salivar, fato relatado também na literatura por Minagi et
al (MINAGI et al., 1985), onde valores de angulo de contato diminuiram desde 78.65° até
38.10°, e Sipahi et al (SIPAHI; ANIL; BAYRAMLI, 2001), onde os valores diminuiram
desde 54.18 até¢ 35.38. Esse achado corrobora a capacidade da pelicula adquirida salivar
de alterar as propriedades das superficies as quais foi exposta. Quando comparados os
resultados pré e pos pelicula adquirida, foi possivel observar diferenga estatisticamente
significante em alguns periodos dos grupos controle e Gluconato de clorexidina 4%,
enquanto que no grupo Hipoclorito de sddio 1% foi possivel observar diferenca estatistica
em todos os ciclos de desinfec¢do avaliados. Isso ocorreu provavelmente devido a alta
variabilidade na deposicao protéica proveniente da saliva. A formagdo da pelicula
adquirida salivaré um processo altamente dindmico, que inclui forgas eletrostaticas,
forgas de Van der Walls e hidrofobicas, e dependente das caracteristicas fisico-quimicas
da superficie onde vai se formar (TEUGHELS et al., 2006). O processo estd baseado

primariamente na concentracdo da solugdo salivar, solubilidade e dependente da absor¢do
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protéica da superficie base, enquanto que uma absor¢ao secundaria esta regulada pela
composi¢ao quimica da superficie (EDGERTON et al., 1993; MILLEDING et al., 1999),
o que dificulta a total reprodugdo in vitro da formagao da pelicula adquirida salivar,
embora sejam seguidos rigorosos padrdes de uniformidade na metodologia.

A participacdo de um tunico doador, a utilizacdo da saliva ndo estimulada no
mesmo dia do experimento, a padronizacdo no método de clarificacdao da saliva e horario
de coleta foram alguns dos pardmetros considerados para diminuir essas diferencas
reportadas na literatura.

Os valores de angulos de contato obtidos em todos os ciclos de desinfeccao
avaliados, tanto prévio como posterior a formacao de pelicula adquirida salivar, foram
menores do limiar de 90° para considerar uma superficie hidrofobica; assim podemos
afirmar que a resina acrilica termopolimerizavel apresentou caracteristicas de
hidrofilicidade durante todo o experimento.

Existe um consenso na literatura em afirmar que a caracteristica de
hidrofilicidade esté relacionada a boas condigdes de retentividade da protese total e maior
absor¢ao de proteinas salivares (YILDIRIM et al., 2006), e as caracteristicas hidrofébicas
relacionadas a uma maior estabilidade e absorcdo de cores do material (COMBE;
OWEN; HODGES, 2004; SIPAHI; ANIL; BAYRAMLI, 2001; ZISSIS et al., 2001). Nao
existe na literatura um limiar de valor de angulo de contato para que um material acrilico
de confeccao de bases de dentaduras possa ser considerado com melhores condigdes de
retentividade da protese total, mas Zissis et al (ZISSIS et al., 2001), relata que para uma
protese total exibir uma adesdo adequada a os tecidos de suporte, a saliva deve fluir
livremente sobre as superficies. Essa capacidade da saliva se espalhar pela superficie do
acrilico esta relacionada a fatores como a viscosidade da saliva, rugosidade da superficie
e homogeneidade na hidrofobicidade dos materiais. A estabilidade das proteses totais esta
relacionada a fatores fisicos, mecanicos, quimicos e biologicos; os fatores fisicos
relacionam-se a pressao atmosférica, forcas de coesao e adesao.

Avaliando a adesdo de C. albicans a resina acrilica termopolimerizavel, apds
desinfeccdo quimica, podemos observar que previamente a formagdao de pelicula
adquirida salivar, uma diminuicdo na adesdo de C. albicans ATTC 90028 foi observada

em todos os grupos, sendo estatisticamente significante somente no periodo de 30 ciclos
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de desinfeccao do grupo Hipoclorito de sddio 1% e nos periodos 15 e 30 ciclos do grupo
Gluconato de clorexidina 4%. Apesar de ndo haver diferenca estatistica entre os grupos
através dos periodos avaliados, com certa cautela, ¢ possivel afirmar que o desinfetante
Gluconato de clorexidina 4% conseguiu uma diminuicao na adesdo de C. albicans ATTC
90028 num periodo menor (15 ciclos) frente ao Hipoclorito de s6dio 1% (30 ciclos).

Esse resultado poderia ser esperado devido a caracteristica de substantividade do
Gluconato de clorexidina na resina acrilica, produzindo uma diminui¢ao na adesao de C.
albicans, reportado em varios trabalhos “in vitro” (MCCOURTIE; MACFARLANE;
SAMARANAYAKE, 1985; SPIECHOWICZ et al., 1990). Ja trabalhos In Vivo,
utilizando clorexidina gel 1% como dentifricio, ndo mostrou diferencas estatisticamente
significantes frente ao placebo (BUDTZ-JORGENSEN; MILTON KNUDSEN, 1978)

Para o Hipoclorito de s6dio 1%, alguns trabalhos afirmam que concentragdes
sub-inibitorias (1/50) do desinfetante sdo capazes de inibir a adesdo a superficies
acrilicas. De acordo com o trabalho do Webb ef al (WEBB et al., 1995), quando a espécie
C. albicans ¢ colocada em contato com concentragdes sub-inibitérias de Hipoclorito de
sodio (1/50) uma diminui¢ao na adesao a superficies acrilicas € observada, enquanto que
em outras espécies Candida. um aumento ou nenhum efeito na adesdo ¢ observada,
associando este efeito ao fato de que o mecanismo de adesdo microbiana a superficies
inertes estd associada a for¢as nao especificas como a hidrofobicidade. No trabalho de
Barnab¢ et al (BARNABE et al., 2004), uma melhora nas condigdes clinicas de quadros
de estomatite foi observada em pacientes portadores de dentaduras, apds a
implementa¢do de um protocolo de desinfeccdo utilizando Hipoclorito de sodio 1%,
embora essa melhora nao fosse associada a uma diminuigao significante na contagem de
C. albicans, e sim a uma diminuicdo na contagem de Streptococos mutans,
microorganismo associado ao aparecimento da patologia.

Os resultados deste estudo seguem os resultados reportados por Sharp et al
(SHARP; VERRAN, 1985), no qual uma diminui¢cdo na forma¢do de placa microbiana
“in vivo” foi observada nas dentaduras apods a utilizacdo de dois agentes de limpeza de
dentaduras (Peroxidos efervescentes). Os autores explicam este fendmeno baseados
possivelmente em algum efeito inibitério do componente ativo do desinfetante permanece

no acrilico, tendo uma ag¢do nas cé€lulas que inicialmente se aderem ao acrilico. Embora
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nosso estudo nao tenha sido utilizado perdxidos efervescentes, podemos concordar que
possivelmente algum componente ativo permaneceu na superficie acrilica, afetando a
adesdo de células de C. albicans.

A discrepancia que se relata na literatura sobre o efeito dos desinfetantes na
superficie de resinas acrilicas ¢ comentada por Nikawa et al (NIKAWA et al., 1999),
onde o autor relata que aparentemente quando comparados os achados “in vitro” a os
achados clinicos, as solugdes desinfetantes nao parecem ser tao efetivas.

Uma alta variabilidade foi observada no nimero de células aderidas de um
campo a outro nos espécimes ao ser analisados no microscopio de fluorescéncia, ja que €
possivel afirmar que a adesdo de C. albicans ao acrilico termopolimerizavel nao segue
um padrao de normalidade. Era possivel ver campos com poucas células aderidas,
enquanto outros com alta quantidade de células formando um conglomerado, o que
dificulta a posterior contagem celular, fato anteriormente relatado por Verran et al
(VERRAN; MARYAN, 1997), Radford et al (RADFORD; CHALLACOMBE;
WALTER, 1999) e Granger et al (GRANGER, 2002) Vasilas et al (VASILAS et al.,
1992).

Quando observados os resultados de adesdo de C. albicans ATTC 90028, apos a
formacgdo da pelicula adquirida salivar, foi possivel observar que nenhuma diferenca
significante na contagem de células aderidas, comparando os grupos testados nos
diferentes periodos avaliados. Observando os grupos isoladamente foi possivel observar
diferenca estatistica no periodo 30 ciclos em relagdo ao valor inicial em todos os grupos.
Resultado que segue os achados do Miyake et al (MIYAKE et al., 1986), quem afirmou
que a formacdo de pelicula adquirida salivar diminui o angulo de contato e
consequentemente diminui a adesdo de espécies de Candida hidrofobicas, ndo afetando a
adesdo de espécies mais hidrofilicas como a C. albicans. Comparando os achados de
adesdo de C. albicans, pré e pés a formagao da pelicula adquirida salivar, observamos
que embora fosse observada uma diminuicao na adesao, somente em alguns dos periodos
essa diminuicdo foi estatisticamente significante, o que confirma a variabilidade de
resultados achados na literatura, dificultando o entendimento do verdadeiro papel da

formacao da pelicula adquirida salivar na adesdo de C. albicans a resina acrilica.
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Analisando as variaveis hidrofobicidade superficial e adesdo de C. albicans ao
acrilico termopolimerizavel, ndo foi possivel achar correlacdo positiva nos grupos
testados pré e pds formacdo de pelicula adquirida, exceto nos grupos controle e
Gluconato de clorexidina 4% prévio a formagao da pelicula adquirida salivar. Resultados
parecidos foram observados por Moura et al (MOURA et al., 2006) Granger et al 2005
(SERRANO-GRANGER et al., 2005) e onde ndo foi possivel correlacionar os valores de
hidrofobicidade superficial com a adesdo de C. albicans a superficies de resina acrilica
termopolimerizavel. Enquanto que Minagi et a/l (MINAGI et al., 1985) afirma a
existéncia de correlagdo entre a hidrofobicidade superficial e adesdo de Candida sp. a
superficies acrilicas, devido a espécie hidrofilica C. albicans se aderir em maior
proporcao a superficies acrilicas hidrofilicas em comparagdo a espécie mais hidrofobica
C. tropicalis. Estas discrepancias achadas na literatura podem se embasar no fato de que
os estudos que avaliaram a possivel correlacao entre hidrofobicidade superficial e adesao
de C. albicans apresentaram diferengas na metodologia, assim os estudos mais recentes
utilizaram uma metodologia mais moderna e exata na quantificacdo da hidrofobicidade
dos solidos.

Dentro das limitagdes inerentes ao envolvimento com estruturas bioldgicas,
algumas sugestdes e ou inferéncias podem ser feitas, havendo ainda a necessidade de se
pesquisar com maior profundidade e mesmo buscar elucidar questdes referentes a adesao

de C. albicans a superficies acrilicas em trabalhos futuros.
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6. CONCLUSOES

Analisando os resultados obtidos no presente trabalho ¢ possivel concluir que apds a

simulagao de 30 ciclos de desinfeccao quimica da resina acrilica termopolimerizavel:

A imersao da resina acrilica termopolimerizavel em solucdes desinfetantes,
promove alteracdes nos valores de hidrofobicidade superficial. Sendo que os
valores de angulo de contato reportados foram estatisticamente significantes a
partir do 1 ciclo dos grupos controle e Gluconato de clorexidina 4% e a partir de 7

ciclos no grupo Hipoclorito de sodio.

A formacdo da pelicula adquirida salivar promove uma diminui¢do nos valores de
hidrofobicidade superficial da resina acrilica termopolimerizavel. Quando
comparados aos achados prévios a formacao de pelicula adquirida salivar, os
valores de angulo de contato foram estatisticamente significantes em todos os
periodos do grupo Hipoclorito de sddio 1%, nos periodos 1, 7, 15 ciclos do grupo
controle e em todos os periodos do grupo Gluconato de clorexidina 4%, exceto

para o periodo 30 ciclos.

A imersao da resina acrilica termopolimerizavel em solucdes desinfetantes,
promove uma diminui¢do na adesdo de C. albicans, sendo que os valores foram
estatisticamente significantes exclusivamente nos ciclos 15 e 30 do grupo

Gluconato de clorexidina 4% e 30 ciclos do Hipoclorito de sédio 1%.

A formagdo da pelicula adquirida salivar diminui a adesdao de C. albicans a
acrilico termopolimerizavel. Quando comparados aos achados prévios a formacao
de pelicula adquirida salivar, os valores adesao de C. albicans foram
estatisticamente significantes em todos os grupos no 1 ciclo e nos ciclos 15 e 30

dos grupos controle e Hipoclorito de so6dio 1%.
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Nao foi observada correlacdo entre as varidveis hidrofobicidade superficial e
adesdo de C. albicans a resina acrilica termopolimerizavel nos grupos testados,

exceto para os grupos controle e Hipoclorito de s6dio 1% prévio a formagdo de

pelicula adquirida salivar.
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