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Objetivo:Avaliar a adesdo de Candida albicans na superficie do poli(metilmetacrilato de metila) apos adigdo
de nanoparticulas de silica 0,5% e/ou selamento com glaze. Materiais e métodos: Foram confeccionados 40
corpos de provas com dimensoes de 65 mm x 10 mm x 2,5 mm, subdivididos em 4 grupos: grupo controle (G1);
grupo silica (0,5% de silica ) (G2), grupo glaze (G3), grupo silica (0,5% peso de silica) + glaze (G4). Os corpos de
prova foram imersos separadamente em tubos Falcon que continham uma solu¢do previamente padronizada
contendo 107 células/ml e incubados a 37 °C em aerobiose por 9o minutos. Ap6s este periodo, os corpos foram
removidos e, posteriormente, analisou-se a adesdo fingica por meio da contagem de Unidades Formadoras de
Colonia. Para analise dos dados foi utilizado o teste de ANOVA One-way seguido de comparagdes multiplas
pelo teste de Tukey (P < 0,05). Resultados: O grupo G1 apresentou diferenca estatistica significativa para ade-
réncia fangica em comparacao aos grupos G2, G3 e G4 (P < 0,0001). Quando comparados os grupos G2, G3 e
G4 entre si, ndo se observou diferenca entre eles. Conclusoes: A adi¢do de silica e/ou glaze sobre a superficie
do poli(metilmetacrilato de metila) diminui a adesdo da Candida albicans, servindo de estratégia para reducao
dos indices de lesdes bucais ocasionadas pelo uso de proteses odontologicas acrilicas.

Candidiase Oral; Resinas Acrilicas; Aderéncia Celular; Silica.

Adhesion evaluation of Candida albicans on the surface of termopolymerizable acrylic resins treated with photopolymeriz-
able coatings and/or silica nanoparticles addition: an in vitro study * To evaluate how the addition of 0.5% silica nanoparticles
and/or photopolymerizable coatings affect the adhesion of Candida albicans on the surface of acrylic resin PMMA (poly-methyl meth-
acrylate). Materials and methods: A total of 40 specimens were fabricated (65 mm x 10 mm x 2,5 mm) and randomly divided into
four experimental groups according to surface treatment using silica and/or photopolymerizable coating: the control group (Gy); silica
group (G2) (0.5% silica); photopolymerizable coating group (G3); and silica group (0.5% silica) + photopolymerizable coatings (G4).
Specimens were separately incubated with a Candida albicans suspension spectrophotometrically standardized with 1 x 107 CFU/ml
at 37 °C for 90 minutes. After this period, the specimens were removed and then their fungal adhesion was analyzed by the colony-
forming units counting. Data were analyzed by the One-way ANOVA test followed by the Tukey test (P < 0,05). Results: A significant re-
duction in Candida albicans adhesion was observed in G2, G3, and G4 when compared to the control group G1 (P < 0.0001). However,
similar fungal adhesion was observed when G2, G3, and G4 were compared (P < 0.05). Conclusions: The addition of silica nanopar-
ticles and/or photopolymerizable coating on the surface of PMMA decreases the adhesion of Candida albicans, which can be used as a
strategy to reduce oral lesions caused by acrylic dentures.

Oral Candidiasis; Acrylic Resins; Cell Adhesion; Silica.
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INTRODUCAO

Em 1930 foi descoberto o poli(metilmetacrilato
de metila) (PMMA) a partir do monémero de metil
metacrilato.’3 Desde entdo, as resinas acrilicas
termopolimerizaveis sdo utilizadas para confecgao
e reembasamento de proteses dentais devido as
propriedades da matéria-prima, uma vez que ela
apresenta caracteristicas estéticas particulares, cor
aceitavel e estabilidade dimensional.+*

Apo6s a confeccdo de proteses dentarias €
necessario acabamento e polimento. Esta conduta
tem como objetivos remover os defeitos, bem
como eventuais ranhuras na superficie. Assim,
o procedimento incrementa trés beneficios para
a protese dentaria: saude gengival, funcao e
estética.2 Entretanto, mesmo apds realizacao de
acabamento minucioso, estudos”® tém destacado
a elevada incidéncia de estomatites protéticas em
pacientes portadores de algum tipo de proétese
acrilica odontolégica, cujo principal agente
causador é a Candida albicans, responsavel por
uma prevaléncia que varia entre 15 e 75% entre
estes pacientes.”?

A vista disso, os polimeros de metacrilato vém
sofrendo inimeras alteragOes para aprimoramento
das suas propriedades mecanicas, sempre
objetivando a diminui¢ao da formacao e/ou evolugio
do biofilme microbiano.>'3 Assim, as nanoparticulas
sdo utilizadas como materiais de preenchimento,
principalmente em matrizes de resina acrilica
termopolimerizaveis.'>*4 Neste contexto, estudos
internacionais3*141% atrelados a engenharia
dos materiais se concentram na utilizacdo de
nanoparticulas de silica (SiO,), uma vez que esta é
aplicada em ensaios biologicos em resina acrilica
termopolimerizavel devido a sua biocompatibilidade,
bem como a sua apresentacdo em nanoesferas.
Entretanto, na area microbiologica, a atividade das
nanoparticulas de carga incorporada a matriz do
PMMA esta associada a uma ac¢ao provocada pelo
contato entre os microrganismos e a superficie da
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resina acrilica.’? Logo, quando as nanoparticulas
entram em contato com a mucosa oral ocorre a
inibicdo de células fingicas. Tal caracteristica deve-
se a influéncia na morfologia e na proliferacao de
leveduras aderidas exercida pela nanoparticula, a
qual impede o comportamento fenotipico chave da
C. albicans.”

Para além disso, 4reas de crescimento vegetativo
das mais variadas espécies de Candida spp.
sdo também isoladas com muita frequéncia a
partir da superficie interna de proéteses totais,
fato que esté associado a alta taxa de infecgGes
recidivantes.’® Logo, a recorréncia da candidiase
relacionada a protese dentaria, apos o término
da terapia antiftingica, indica que a condicao
de esterilidade também esta ligada a inativacao
dos microrganismos fingicos presentes nas
proteses.2° Neste contexto, o glaze é um verniz
fotopolimerizavel & base de metilmetacrilato
utilizado para selar superficies de proteses
confeccionadas a base de resinas acrilicas
termopolimeriziveis ou autopolimerizaveis.
Este material sela os poros e elimina eventuais
ranhuras p6s-acabamento e polimento.? Desta
forma, a aplicacdo do glaze interfere na aderéncia
microbiana, diminuindo-a, bem como proporciona
melhores condicoes de higiene bucal para os
usuarios de proéteses odontologicas. No entanto, a
ampla aplicagdo do verniz ndo é comumentemente
difundida na area odontoldgica, e a literatura sobre
sua interferéncia na adesao de microrganismos
fangicos como a C. albicans?>?3 também é escassa.

Tendo em vista a hipotese de que a adicao de
nanoparticula de SiO2 associada a aplicagio do glaze
fotopolimerazel impediria a formagao e a evolugao
do biofilme formado pela C. albicans sobre superficie
de resina acrilica, este trabalho avalia a adesao
de C. albicans ap06s adicao de nanosilica a 0,5%
e/ou tratamento com glaze fotopolimerizavel sobre
superficie de resinas acrilicas termopolimerizaveis,

uma vez que nao se conhecem estudos que



relacionam o uso de ambas incorporagdes associadas
ou de modo individualizado na adesao fingica.

MATERIAIS E METODOS

Foram confeccionados 40 corpos de
prova a partir de padr6es de cera medindo
70 mm x 30 mm x 2,5 mm, que foram incluidos
na base da mufla para micro-ondas (Vipi-STG, Vipi,
Pirassununga, SP, Brasil) e em gesso tipo pedra, cuja
completa cristalizacdo levou 45 minutos. Depois
deste procedimento, fechou-se a contra-mufla que,
posteriormente, foi preenchida com gesso especial
tipo IV (Durone, Dentsply, Petropolis, RJ, Brasil).
Apbs 45 minutos, quando o gesso apresentava presa
final, foi realizada a eliminacgao da cera pela técnica
do micro-ondas (Panasonic, Manaus, AM, Brasil),
inserindo a mufla no micro-ondas em poténcia baixa
por quinze minutos. Subsequentemente, aplicou-
se uma fina pelicula de isolante (Vipi Film, Vipi,
Pirassununga, SP, Brasil) em razao de sua atuagao
como agente de separacao de gesso.

A resina acrilica termopolimerizavel Trilux
Base (Vipi, Pirassununga, SP, Brasil) foi empregada
para confeccao dos corpos de prova na proporc¢ao
preconizada pelo fabricante. Foram inseridos
em um recipiente de vidro para mistura 7 ml
do mondémero e adicionados 14 g da resina rosa
claro com veias. Aguardou-se entdo até a fase
plastica para que os espacos vazios no gesso
fossem preenchidos. Posteriormente, realizou-se o
fechamento da mufla, que foi estabilizada em uma
prensa com carga de uma tonelada.

Apbs 24 horas, considerado o tempo de descanso
do material, realizou-se a polimerizac¢ao utilizando
a mesma técnica, inserindo a mufla no micro-ondas
por quinze minutos em poténcia baixa.

Apobs a retirada dos corpos de prova,
realizaram-se os procedimentos de acabamento

e polimento. Tais condutas foram realizadas
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para ocasionar a regularizacio e remocao de
imperfeicoes, tais como ondulagées e ldminas de
excesso de resina acrilica. Para tanto, seguiram-
se as seguintes etapas: a) fresas de corte fino
(Besser, Blumenau, SC, Brasil); b) pontas de pedra
montadas de granulacio fina (Besser, Blumenau,
SC, Brasil); ¢) seccao dos corpos de provas em
porcoes menores com disco diamantado (Besser,
Blumenau, SC, Brasil); d) desgaste com fresas
de corte fino (Besser, Blumenau, SC, Brasil);
e) polimento com tiras de lixas d’agua de 180, 320
e 600 granulacbes. Desta forma, alcangou-se a
uniformidade dos corpos de provas, que chegaram
a dimensoes finais de 65 mm x 10 mm x 2,5 mm,
conforme a norma n° 12 da American Dental
Association (ADA).24

Os procedimentos de polimento foram realizados
em um torno de bancada de uma tnica velocidade
(Protécni, Araraquara, SP, Brasil). Foi adotada
a seguinte sequéncia de polimento para resinas
acrilicas termopolimerizaveis: escova de polimento
com pedra-pomes umedecida (Kota, Cotia, SP,
Brasil); flanela de pano com pedra-pomes umedecida
(Kota, Cotia, SP, Brasil); flanela com maior densidade
(Kota, Cotia, SP, Brasil) com bastao de polimento
(Vipi, Pirassununga, SP, Brasil); flanela de algodao
(Kota, Cotia, SP, Brasil) com Branco de Espanha
(Kota, Cotia, SP, Brasil) para promover o brilho final.

Para a incorporac¢ao de nanoparticula de SiO,
(CAB-O-SIL® TS610; Cabot Brasil Ind. e Com.,
Maua, SP, Brasil) (pureza de 99,9%), seguiu-se
a metodologia previamente publicada por Cevik
e Yildrim-Bicer2. Para tanto, as nanoparticulas
foram incorporadas ao mondémero liquido, cujo
procedimento de mistura foi realizado de modo
manual em recipiente vitreo utilizando uma espatula
de aco inoxidavel. Posteriormente, o frasco foi
agitado por vibracao ultrassénica por uma hora com
a finalidade de obter uma dispersao mais uniforme.
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Em seguida, tal mistura foi adicionada ao pd acrilico.
A relagdo p6/liquido/SiO, foi de 14 g/7 ml/0,07 g.

Para o selamento da superficie dos corpos
de prova, foi aplicado o glaze fotopolimerizavel
(Megaseal, Odonto Mega, Ribeirao Preto, SP, Brasil)

como tratamento de superficie. Os corpos de prova
pertencentes ao G3 e G4 passaram por aplicagio
uniforme e delgada em sentido tnico utilizando um
pincel macio. Aguardaram-se vinte segundos para
realizacdo de fotoativagao durante cinco minutos
utilizando um fotopolimerizador com lampadas
ultravioletas (UVA) (EDG Lux, EDG, Sao Carlos, SP,
Brasil) (Figura 1).

Figura 1 Aplicacao do glaze sobre a superficie dos corpos de prova para a fotopolimerizagao.

Os corpos de provas foram subdivididos em quatro

grupos, conforme o tratamento de superficie (Tabela 1).

Tabela 1 | Composicao dos grupos de estudos

Grupo de estudo Descrigao
10 corpos de prova compostos somente por

Grupo 1 (G1) PMMA

10 corpos de prova compostos por

Grupo 2 (G2) PMMA + Si0, (0,5% peso/volume)

10 corpos de prova compostos por
PMMA + tratamento de superficie com glaze
fotopolimerizavel

Grupo 3 (G3)

10 corpos de prova compostos

por PMMA + SiO, (0,5% peso/

volume) + tratamento de superficie com
glaze fotopolimerizavel

Grupo (G4)

PMMA: poli(metacrilato de metila). SiO,: didxido de silicio.
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Para analisar a aderéncia flngica, foi utilizada uma
cepa de C. albicans (ATCC 90028) (Microbiologics®,
St. Cloud, EUA), reisolada em Agar Sabouraud
Dextrose 4% adicionado a cloranfenicol (Difco, Le
Ponte de Craix, Franca) e incubada a 37 °C por 48
horas. Apos este periodo, foram preparadas suspensoes
fngicas com concentracao de 107 leveduras/mililitro,
as quais foram padronizadas com uso da escala 0,5
de MacFarland. Para confirmacao da concentracio de
leveduras, utilizou-se contagem em camara Newbauer
(Kasvi, Padova, Italia). Posteriormente, os corpos de
prova de todos os grupos do estudo foram imersos
em uma solucdo contendo 1,600 pL de caldo infusao
cérebro-coragao (BHI) (Difco, Le Ponte de Craix,



Franca), 200 pL de saliva artificial (Bellafarma, Caxias
do Sul, RS, Brasil) e 200 uL de inéculo fingico. Em
seguida, os corpos de prova foram incubados a 37 °C
por 48 horas, sendo posteriormente, os transferidos
para novos tubos Falcon (TPP Techno Plastic Products
AG, Transadingen, Suica) estéreis, nos quais foram
adicionados 2,000 pL de dgua destilada estéril. Ap6s
a transferéncia, os corpos de prova foram submetidos
a sonicacao (Ultra-Sonic, Unique®, Indaiatuba, SP,
Brasil) por cinco minutos. Subsequentemente, foi
semeada uma aliquota de 100 uL do liquido resultante
do sonicado em placas de Petri contendo Agar
Sabouraud Dextrose 4% adicionado a cloranfenicol
(Difco, Le Ponte de Craix, Franca). Em seguida, as
placas de Petri foram incubadas a 37 °C por 24/48
horas. A contagem das unidades formadoras de
col6nias (UFC/ml) foi realizada de forma manual.

Os resultados foram submetidos a analise
estatistica no programa GraphPad 4.0 para Windows
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA).
Utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk para verificagao
da distribuicao gaussiana dos dados. Posteriormente,
para verificar as diferencas na aderéncia fingica
associada a C. albicans entre os grupos experimentais
foi utilizado o teste ANOVA One-way seguido pela
analise de comparacoes multiplas pelo teste de Tukey.
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Os resultados foram considerados estatisticamente

significativos quando P < 0,05.

RESULTADOS

No G1 observou-se uma média de aderéncia fingica
igual a 3,04 x 10° UFC/ml (1,9-6,4 + 1,49; IC 95%).
No G2, o valor médio de adesio da C. albicans foi
igual a 0,11 x 10 UFC/ml (0.05-0,19 + 0,05; IC 95%).
No G3, foi observada uma média de microrganismos
aderidos de 1,06 x 10*° UFC/ml (0,23-1,9 + 0,63;
IC 95%). No G4, foi observada média de aderéncia
fangica de 0,18 x 10 UFC/ml (0,04-0,57 + 0,17;
IC 95%). Quando comparados os grupos G1 x G2, G1
x G3 e G1 x G4, observou-se diferenca significativa
entre eles (P < 0,0001). Quando comparados entre si
G2, G3 e G4 em relacdo ao uso da nanoparticula de
SiO, ou glaze fotopolimerizavel de modo associado
ou individualizado, nao foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos estudados
(G2 x G3: —1,941 2 0,03635 (IC 95%); G2 x G4: —1,061a
0,9163 (IC 95%); G3 x G4: —0,1085 a 1,869 (IC 95%)).
A Tabela 2 exemplifica os valores de minimo, maximo
e desvio-padrao encontrados entre os grupos Gi1, G2,
G3 e G4 e mostra a comparacao entre os grupos quanto
ao grau de adesao fuingica associada a contaminagao
da superficie dos corpos de provas deste estudo com

C. albicans.

Tabela 2 | valores de minimo, méaximo, média e desvio-padrao encontrados no estudo

Microrganismo

Grupo 1 (Grupo-controle)
Resina acrilica termopolimerizavel

Grupo 2
Resina acrilica termopolimerizavel + (Si0,) (0,5% de silica)

Grupo 3
Resina acrilica termopolimerizavel + Glaze

Grupo 4
Resina acrilica termopolimerizavel + (SiO,) (0,5% de silica) + Glaze

DP: desvio-padrao.

Letras iguais indicam similaridade estatistica.

Grau de adesao da Candida albicans
(ATCC 90028)
Média (Minimo-Maximo + DP)

3,04 x 10*° UFC/ml (1,9-6,4 + 1,49)*
0,11 x 10%* UFC/ml (0,05-0,19 + 0,05)®
1,06 x 10 UFC/ml (0,23-1,9 + 0,63)°

0,18 x 10*° UFC/ml (0,04-0,57 + 0,17)®
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DISCUSSAO

Os principais estudos microbiolégicos
demonstram que a evolucio da candidiase associada a
proteses dentérias tem uma etiologia multifatorial.»»°
Tal caracteristica deve-se a fatores relacionados ao
hospedeiro, tais como: pobre higiene bucal, idade
avancada, fumo, mau condicionamento das proteses,
assim como a presenca de doencas sistémicas
que interferem na ativacdo da resposta imune.2>
Desta forma, as lesdes provocadas pela C. albicans
sdo comumente encontradas na cavidade oral em
regides como: lingua, mucosa jugal, palato mole
e/ou palato duro, bem como podem aderir as proteses
dentais removiveis ou fixas.’®2° Assim, estas lesoes
apresentam alta taxa de prevaléncia na cavidade bucal
devido a intensa formacao de biofilme microbiano,
que se torna intensamente profundo e causa irritagdo
das superficies epidérmicas e mucosas.?

No entanto, o desenvolvimento da candidiase
associada a proétese dentaria nao esté relacionado
somente as caracteristicas do hospedeiro. As
propriedades relacionadas aos materiais utilizados
para confeccgdo da protese também interferem no
desenvolvimento e na evolu¢ao da candidiase.'3
Nesse sentido, ha evidéncias crescentes na
literatura de que uma topografia superficial
composta por escala nanométrica é igualmente
importante para influenciar o comportamento de
crescimento da C. albicans, bem como de células
de mamiferos.2® Neste contexto, Cevik et al.2e da
Silva et al.3avaliaram a resisténcia, a compressao
e a dureza a partir da adicao de nanosilica. Eles
relataram que tal incorporacao tem demonstrado
melhora no desempenho mecanico da resina
acrilica e concluiram que a nanosilica adicionada
a uma concentracio de 0,5% incorpora beneficios
diretos na resisténcia a flexdo da resina acrilica
apresentando resultados significativos. Logo,
optou-se, neste estudo, por adicionar a matriz
da resina acrilica uma concentracao de 0,5% de
nanosilica. Assim, a partir dos resultados aqui
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obtidos, comprovou-se que o tratamento com
silica nanoparticulada reduziu significativamente
a formacgao do biofilme fingico em comparagao
com corpos de prova do grupo G1 (Grupo Controle).
Sob esta 6tica, a influéncia da nanoparticula
de silica na formacao do biofilme fingico esta
associada a auséncia de hifas, que sustentariam o
desenvolvimento e a evolugdo do biofilme. Portanto,
essa interferéncia no comportamento morfologico
da levedura resulta em células fiingicas fracamente
aderidas que podem ser retiradas da superficie
da resina acrilica devido a perda de integridade
estrutural fangica. No entanto, os estudos que
focalizam a aderéncia fliingica sobre resina acrilica
apos adicdo de nanosilica a 0,5% sao escassos na
literatura,>* fato que limita outras comparacoes.

Sobre o uso do glaze fotopolimerizavel, dois
estudos?>23 avaliaram a efetividade de vernizes
fotopolimerizaveis experimentais sobre superficie
de resina acrilica a base de monémeros hidrofilicos
e a base de monOmeros zwiterionicos na reducao
da adesao de C. albicans. Nesses estudos, os
autores observaram que o verniz contendo
mondémero hidrofilico ou monémero zwiteriénico
foram efetivos na reducao da formacao do biofilme
fingico. Em adicao, estudos publicados por Hirota
et al.?” relatam que o recobrimento superficial
com glaze provoca modificacdes nas resinas
acrilicas, que sdo compativeis com a diminuicao da
aderéncia fingica. Por sua vez, nossos resultados
apoiam os dados publicados por Lanzarin et
al.2223 e Hirota et al.??, uma vez que também
demonstraram diminuicao significativa, quando
comparado ao grupo controle (G1), na adesao de
C. albicans sobre resina acrilica tratada quando
o verniz fotopolimerizavel foi aplicado a base de
metacrilato de metila. Tal redu¢do no nimero
de células aderidas deve-se ao fato de que o
verniz fotopolimerizavel torna a superficie mais
hidrofilica, aspecto que interfere sobremaneira na
evolucao do biofilme microbiano.



Quanto aos estudos que consideram as duas
incorporacdes avaliadas nesta pesquisa de forma
associada ou de forma individualizada na formacao
do biofilme provocado por C. albicans, a literatura
nao apresenta dados correspondentes. No entanto,
neste estudo, o uso de ambos os tratamentos de
modo associado nao apresentou diferenca no
namero de células aderidas em comparacao com
as incorporacdes individualizadas. Neste sentido,
de acordo com os resultados revelados por Zissis
et al.,*® nenhuma reducao da aderéncia de fungos
e bactérias pode ser esperada quando os valores de
rugosidade sao inferiores a 0,2 um, diferenca que
clinicamente nao seria significante para interferir na
adesao fangica. Por isso, foi idealizado neste estudo
que tanto a incorporacao de nanosilica a 0,5% quanto
o tratamento com verniz fotopolimerizavel tornariam
a superficie igualmente rugosa e hidrofilica, o que
explicaria a nao significancia dos resultados obtidos
para o G2, G3 e G4. Quanto a nao significancia
observada entre G3 e G4, tal resultado esta associado
a perda parcial do glaze fotopolimerizavel quando em
imersao, uma vez que a aplicag@o deste tratamento
de superficie originou cobertura uniforme em toda
a extensao do corpo de prova.

Por conseguinte, em razdo dos resultados obtidos
neste estudo e da dificuldade em encontrar relatos
na literatura sobre a adesao fangica aos materiais
estudados, fazem-se necessarios mais estudos. Para
tanto, este estudo pode servir de base para realizacao
de novas pesquisas ou estudos clinicos longitudinais.
Assim, nossos resultados podem refletir uma
melhora na qualidade de vida de pacientes,
reduzindo o indice de lesdes bucais ocasionadas pelo
uso de proéteses acrilicas odontolégicas.

CONCLUSAO

Conclui-se que ha uma diminui¢do na adesao
de Candida albicans sobre a resina acrilica
termopolimerizavel quando ocorre adicao de
nanoparticula de silica a 0,5%, bem como na
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aplicacdo de glaze sobre a superficie do PMMA.
Assim, a partir dos resultados observados estes
materiais tornam-se uma alternativa facil, barata e
disponivel no mercado, podendo ser utilizados na

diminuicao da aderéncia fingica por C. albicans.
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