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Resumo

Este estudo comparou diferentes métodos de desprendimento de biofilme de
Candida albicans de amostras de resina acrilica termopolimerizavel (Vipi Cril®) e de
material condicionador de tecido (Softone™). Os corpos de prova foram
confeccionados (n=7; 10x1mm), imersos em in6culo (= 2 x 107 UFC/mL) de C.
albicans SC5314 e permaneceram por 90 min em agitacéo orbital de 75 rpm a 37°C.
Apds a remocdo das células ndo aderidas, os espécimes foram imersos em meio
RPMI-1640 com glicose 2% e MOPS por 48 h. Os espécimes foram imersos em 3
mL de PBS e submetidos a agitacdo em vOrtex ou sonicacdo em ultrassom pelos
tempos de 1, 2, 5 ou 10 min a 4°C, para desprendimento do biofilme. A quantificacéo
do biofilme desprendido foi feita por contagem de UFC/mL. Os resultados foram
submetidos a ANOVA fator Unico/teste de Tukey HSD (a=0,05). Para ambos os
materiais, ndo houve diferenca significante (p>0,05) entre 0s grupos experimentais
avaliados. Qualguer um dos métodos testados poderia ser utilizado para realizar o
destacamento de biofilme de materiais acrilicos rigidos e macios visando a avaliacéo
de tratamentos de esterilizacdo e desinfeccao de proteses removiveis.

Introducéo

Estomatite protética € uma reacao inflamatéria da mucosa subjacente a préteses
removiveis (TOBOUTI et al., 2016) que afeta de 30 a 75% dos pacientes saudaveis
portadores de proteses. O principal agente etioldgico € Candida albicans (JOHNSON
et al., 2012), que pode causar a doenca sob determinados fatores predisponentes
(TOBOUTI et al., 2016). As manifestagcbes clinicas podem variar desde
assintomatologia, a edema no palato, dor, hiperplasia papilar e até dificuldade para
engolir (JOHNSON et al., 2012; NETT et al., 2010).

Diversas modalidades terapéuticas tém sido propostas na literatura, as quais
geralmente sdo focadas no uso de agentes antifingicos topicos (BANTING et al.,
2001; SCHNEID, 1992). Entretanto, o insucesso dessas terapias ndo é incomum,
visto que esses agentes diminuem a sintomatologia da doenca, mas né&o
necessariamente erradicam completamente os fungos da cavidade oral e,
principalmente, do biofilme complexo formado nas préteses removiveis. Portanto, a
pesquisa de uma modalidade terapéutica efetiva no tratamento da estomatite
protética ainda se faz necesséaria. Uma vez que a reincidéncia da doenca esta
associada a reinfeccdo da mucosa via protese, o biofilme aderido aos materiais das
bases das proteses deveria ser quantificado. A literatura prop6e diferentes métodos
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para despredimento e posterior quantificacdo do biofilme, incluindo agitacdo por
vortex (JOHNSON et al., 2012), banho em ultrassom (OLIVEIRA, 2013), associa¢éo
de vortex e ultrassom (NETT et al.,, 2010), centrifuga (CHANDRA et al., 2001) e
associacdo de vortex e centrifuga (AL-THOBITY et al.,, 2017). O objetivo desse
trabalho foi comparar diferentes métodos de desprendimento de biofilme de C.
albicans de amostras de resina acrilica e de material reembasador de prétese
removivel.

Material e Métodos

Corpos de prova (n=7; 10x1 mm) do material condicionador de tecido (Bosworth
Company, Skokie, IL, EUA) foram confeccionados conforme as instru¢cées do
fabricante utilizando matrizes de aco inoxidavel vazadas estéreis. Os corpos de
prova de resina acrilica (n=7; 10 x 2mm) foram confeccionados a partir de moldes de
matrizes metdlicas na forma de discos, utilizando silicone laboratorial (Zetalabor;
Zhermack, Badia Polesine, RO, Italia). A resina acrilica termopolimerizavel incolor
para base de prétese (Vipi Cril; Vipi® Ltda., Pirassununga, SP) foi proporcionada e
manipulada de acordo com as instru¢cbes do fabricante. Ap6s a manipulacdo, a
resina foi inserida nos moldes de silicone previamente obtidos pela impressao das
matrizes metdlicas. A resina foi polimerizada convencionalmente em banho de agua
em termopolimerizadora (SL-155/22; Solab Equipam. Laborat. Ltda., Piracicaba, SP)
de acordo com as recomendacdes do fabricante. Para a contaminacédo das amostras
de ambos os materiais, uma alcada da cepa de Candida albicans SC5314 foi
semeada em meio de cultura YEPD Agar (Clontech Laboratories Inc, Mountain View,
CA, EUA) e incubada a 37°C por 48 h. Entdo, uma colonia foi removida da placa,
ressuspensa em 20 mL de caldo YEPD e novamente incubada na mesma
temperatura overnight. A pré-cultura obtida foi centrifugada a 4000 rpm por 15 min a
4°C (Shaker - mod. 430/RDBP; Nova Etica, Vargem Grande Paulista, SP) e o pellet
resultante, diluido em PBS estéril, homegeneizado em vértex e novamente
centrifugado. Este processo repetiu-se mais uma vez, e o pellet final foi novamente
diluido em 20 mL de PBS e homogeinezado em vortex (CHANDRA et al., 2001). Os
espécimes foram colocados individualmente em placas de 24 pogos (TPP®; Techno
Plastic Prod., Trasadingen, SH, Suica), imersos em 2 mL do in6culo obtido e
mantidos em incubadora com agitacéo orbital por 90 minutos a 37°C e 75 rpm. Em
seguida, as células ndo aderidas foram removidas e os corpos de prova foram
imersos em 2 mL de meio de cultura RPMI-1640 com 2% de glicose e MOPS
(Sigma-Aldrich Brasil Ltda., Duque de Caxias, SP) e mantidos na incubadora com
agitacao a 75 rpm por 48 h a 37°C. Os corpos de prova (n=7) de ambos os materiais
foram divididos em grupos de acordo com o método de desprendimento de biofilme
ao qual seriam submetidos. Os grupos avaliados foram os seguintes: agitacdo em
vortex por 1, 2, 5 e 10 minutos e banho em ultrassom a 4°C pelos mesmos tempos.
Em todos os grupos, as amostras foram submersas em 3 mL de PBS estéril em
tubos de Falcon de 50 mL, para que o biofilme presente no material pudesse ser
diluido. Apos a submissdo aos métodos de desprendimento, a quantificacdo das
células de C. albicans foi realizada por meio de contagem de UFC/mL. O conteudo
dos tubos de Falcon de cada amostra foi novamente homogeneizado em vortex e,
entdo, diluicdes seriadas foram feitas nas concentracdes de 10! a 10*“. Foram
semeados 25 UL dessas suspensdes em placas de Petri contendo agar Sabouraud
dextrose (Difco®, Sdo Paulo, SP) suplementado com cloranfenicol 0,1 mg/mL. Este
procedimento foi feito em triplicata. As placas foram armazenadas em estufa
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bacteriologica a 37°C por 48 h para a contagem das unidades formadoras de
colonias de C. albicans.

Andlises do poder da amostra foram realizadas utilizando o software G*Power 3.1.2.
Os resultados de cada material foram submetidos & ANOVA fator Unico/teste de
Tukey HSD (a=0,05).

Resultados e Discusséo

Para o numero de corpos de prova utilizado para a contagem de unidades
formadoras de colbnias apds contaminacéo por 48 h (n=7), este estudo apresentou
poder adequado para ambos os materiais (100%; a=0,05). Para o material
condicionador de tecido, ndo houve diferenca estatisticamente significante (p>0,05)
entre todos os grupos experimentais avaliados, entretanto, o indéculo apresentou
maiores valores de unidades formadoras de colonias que todos o0s grupos de
destacamento (p=0,000) (Figura 1). Para a resina acrilica de base de protese, néo
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,068) entre todos 0s grupos
experimentais avaliados e o inoculo (Figura 2). Um dos meios para se avaliar a
eficacia antimicrobiana de novas modalidades terapéuticas é a quantificacdo do
biofilme aderido as préteses. Considerando a diversidade de métodos disponiveis
com relacédo as técnicas de desprendimento de biofilme e a falta de detalhes com
que usualmente sdo descritos, fez-se necesséario padronizar um protocolo para
desprendimento e posterior quantificacdo do biofilme formado sobre corpos de prova
do material condicionador de tecido e do material para base de prétese. Nao houve
diferenca entre o biofilme quantificado a partir do destacamento em vortex ou em
ultrassom durante periodos de 1 a 10 min.

FIGURA 1 - Valores médios e desvio padrao de contagem de unidades formadoras
de col6nias (logioUFC/mL) dos grupos de destacamento de biofilme dos
corpos de prova do material Softone™
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Letras mailsculas diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (ANOVA fator
Unico/Tukey HSD; p<0,05)

FIGURA 2 - Valores médios e desvio padrao de contagem de unidades formadoras
de colénias (logi10UFC/mL) dos grupos de destacamento de biofilme
dos corpos de prova do material Vipi Cril®
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Concluséo

Qualguer um dos métodos testados poderia ser utilizado para realizar o
destacamento de biofilme de materiais acrilicos rigidos e macios visando a avaliacdo
de tratamentos de esterilizacdo e desinfeccado de préteses removiveis.
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