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Resumo

Introducao: As resinas compostas sdo alternativas restauradoras, porém sua superficie pode
favorecer o acimulo de biofilme. Objetivo: Analisar in vitro a adesdo de biofilmes de Streptococcus
mutans (UA159) e Candida albicans (ATCC 90028) em superficies de resinas compostas convencionais
e bulk fill. Material e método: Foram utilizadas quatro marcas de resinas compostas e bulk fill: Aura
Bulk Fill - SDI®; Premisa - Kerr®; Opallis- FGM®, e Filtek bulk fill flow - 3M®. Utilizou-se saliva
artificial para formacgdo da pelicula salivar, por 60 min a 37 °C. O in6culo foi padronizado em 1x108
UFC/mL para S. mutans e 1x106 UFC/mL para C. albicans. Os espécimes (n=8/grupo) foram
acondicionados em placas de 24 pogos, com BHI suplementado com sacarose para as bactérias, e RPMI
1640, para os fungos. A formac¢do do biofilme foi avaliada considerando as unidades formadoras de
coldonia (UFC/mL).0s dados foram analisados por ANOVA e Tukey (p<0,05). Resultado: Para os
biofilmes de S. mutans, ndo houve diferenca significativa na contagem de UFC/mL entre os diferentes
tipos deresina (p=0,119). Na contagem de UFC/mL para biofilme de Candida, as médias variaram entre
7,78 e 8,34. Houve diferen¢a significativa entre as marcas, especialmente entre as resinas
convencionais e bulk fill. Conclusdo: O presente estudo demonstra que ndo ha diferenca na adesao
para biofilmes de S. mutans. Porém, ha diferenca na adesio da C. albicans na superficie de diferentes
resinas compostas.

Descritores: Streptococcus mutans; Candida albicans; restauragdo dentaria permanente; materiais
dentérios.

Abstract

Introduction: Composite resins are restorative alternatives, but their surface may favor the
accumulation of biofilm. Objective: The aim of this study was to evaluate the in vitro adhesion of
Streptococcus mutans (UA159) and Candida albicans (ATCC 90028) biofilms on the surface of
conventional and bulk fill composites. Material and method: Four brands of conventional and bulk
fill composites were used, Aura Bulk Fill - SDI®, Premisa - Kerr®, Opallis- FGM® and Filtek bulk fill
flow - 3M®. Artificial saliva was used to form the salivary film for 60 min at 37 ° C. The inoculum
was standardized at 1x108 CFU/mL for S. mutans and 1x106 CFU/mL for C. albicans. The specimens
(n = 8/group) were placed in 24-well plates, with BHI supplemented with sucrose for bacteria and
RPMI 1640 for fungi. The biofilm formation was evaluated considering the colony forming units
(CFU/mL). The data were analyzed by ANOVA and Tukey test (p <0.05). Result: For S. mutans
biofilms, there was no significant difference in the CFU/mL count between the different types of
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composites (p = 0.119). In the CFU / mL count for C.albicans biofilm, the CFU/mL ranged from 7.78
to 8.34. There was a significant difference between brands for Candida, especially between
conventional and bulk fill composites. Conclusion: The present study demonstrates that there is no
difference in adhesion for S. mutans biofilms. On the other hand, there is a difference in the adhesion
of C. albicans to the surface of different composite resins.

Descriptors: Streptococcus mutans; Candida albicans; dental restoration, permanent; dental materials.

INTRODUCAO

0 uso de resinas compostas para dentes anteriores e posteriores tem aumentado nos ultimos
anos devido as suas propriedades estéticasl-2. Ha uma variedade de opg¢bes disponiveis, que
apresentam difereng¢as na composicdo e no tamanho da particula, por exemplo. Podem ser desde
as resinas convencionais, utilizadas por meio da técnica incremental, até as resinas bulk fill, que
surgiram como uma alternativa para minimizar desvantagens, como a contragdo de
polimerizagdo3-5.

Entretanto, as resinas compostas estdo mais susceptiveis a adesdo de microrganismos e
formacao de biofilme, e a uma maior frequéncia de substitui¢do, quando comparadas a um
material restaurador, como o amalgama, por exemplo, o que pode interferir na longevidade das
restauracdes®-s.

Microrganismos, como o Streptococcus mutans, estdo associados ao desenvolvimento da cérie
dentdria, devido a sua capacidade de adesao e formacgao de biofilme. Estas caracteristicas podem
estar associadas ao surgimento de caries secundarias em elementos restaurados com materiais
resinosos, comprometendo estas restauragdes ao longo dos anos®-12,

Outro microrganismo que apresenta propriedade de adesdo a superficies dentarias e
resinas compostas é a Candida albicans, que também estd presente na microbiota da carie
dentdrial3. Além disso, esse microrganismo estd comumente classificado como o
microrganismo mais relacionado a candidiase oral!4, o que pode vir a ser um problema de
saude publica, principalmente para pacientes imunocomprometidos e usudrios de proteses,

pois a adesdo de biofilmes a essa superficie pode funcionar como um reservatério fingico 15
17

Tendo em vista que a propriedade de adesdo microbiolégica também é importante para a
correta indicacdo desses materiais restauradores, o objetivo do presente estudo foi comparar,
invitro, a suscetibilidade de quatro materiais restauradores (duas resinas compostas
convencionais, uma resina bulk fill e outra bulk fill flow) a biofilmes monoespécie separados de
Streptococcus mutans e Candida albicans.

A hipoétese testada no presente estudo foi se a adesdo microbiana apresenta diferencas
dependendo da resina composta utilizada, tanto para biofilmes monoespécie de S. mutans quanto
de C. albicans.

MATERIAL E METODO

Preparo dos Espécimes

Foram utilizadas quatro marcas diferentes de resinas compostas e bulk fill disponiveis no
mercado: Aura Bulk Fill - SDI®; Premisa - Kerr®; Opallis- FGM®, e Filtek bulk fill flow - 3M®.
Todas as informagdes relevantes e as caracteristicas dos compdsitos de resinas utilizadas estao
apresentadas no Quadro 1.
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Quadro 1. Caracterizacdo das resinas compostas

Rel\;[t:‘::ilor Tipo Particula Composi¢ao Fabricante Lote
Ultra High
Density . . ’ Southern Dental
Aura Nano-hibrida Nao disponivel . 150710
(UHD) glass Industries (SDI)
filler
Bis (GMA), Bis (EMA), UDMA e
TEGDMA, vidro de Bario-
Resina Alumino silicato silanizados e
Opallis composta |Micro-hibrida| nanoparticulas de diéxido de Fgm, SC, Brasil 030516
convencional silicio, canforquinona como
fotoiniciador, aceleradores,
estabilizantes e pigmentos.
. Uncured methacrylate ester
Resina . .
Premisa composta | Nano-hibrida n.10nome-3rs (20_3_5%)' inert | Kerr Corporation 5842523
convenclonal mineral flllers., .actlvators and Dental, EUA
stabilizers
Ceramica silanizada tratada;
diuretano dimetacrilato
(UDMA), dimetacrilato
Resina em substituida; bisfenol A
Filtek Bulk fill Bull.< de - . l.)olietile.noglicol diéter
flow baixa Micro-hibrida dimetacrilato (BISEMA); 3M Company 1727300140
contracdo fluoreto de itérbio, bisfenol A
flow di-(2-hidroxi-propoxi)
dimetacrilato de
trietilenoglicol (TEGDMA) e
etil 4-dimetilaminobenzoato

Para cada marca, foram confeccionados espécimes de 7,5 x 7,5 x 3 mm (n=8), em um
molde plastico, de acordo com instruc¢des dos fabricantes, e fotoativadas por luz de LED
(Emitter C, Schuster, 1250 mW/cm?; 2 cm distancia da ponta) durante 40 segundos. Em
seguida, as amostras foram removidas dos moldes e polidas com lixa d’dgua, médias e finas,
e com discos abrasivos (TDV®, SC, Brasil), utilizando uma pec¢a de mao de baixa rotagio15.

Célculo Amostral

O calculo do ndmero de amostras foi realizado considerando o poder () de 80% e alta
magnitude de efeito por meio do método de diferenca bruta entre as médias (8,34 £ 0,15e 7,78 +
0,16). Assim, foram incluidos oito espécimes por grupo a partir de estudo prévio.

Desenvolvimento dos Biofilmes

Os espécimes de resina composta foram aderidos em um fio ortodontico n® 07 (Morelli®, SP,
Brasil) em formato de Z e este, com auxilio de cera utilidade, fixado a tampa de uma placa de
cultura de 24 compartimentos (KASVI®, PR, Brasil). O desenho experimental e os detalhes da
disposicdo dos espécimes de resina podem ser observados na Figura 1.
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Dia 1 Dia 2
I ) ,
[ Y ) Dia 3
- Formagio de pelicula salivar Disposigio dos espécimes de resina em cada pogo da

Padronizac¢io do moculo e distribuigio na placa de placa de cultura:

cultura
Periodo de cultivo em mcubagio a 37°C

Troca do meio de cultura apés 24 horas “l Ly Ly Ly Ly .

- Periodo de cultivo em mcubagio a 37°C

Figura 1. Desenho experimental e detalhes do modelo de biofilme, e disposi¢do dos espécimes na placa
de cultura.

Assim, os espécimes foram dispostos de maneira a ficarem suspensos de forma perpendicular
ao fundo do compartimento e imersos no meio de cultura. Esta manobra permitiu que os mesmos
nao tocassem o acrilico da placa, impedindo a adesao dos microrganismos apenas por deposi¢ao
(Figura 1). Esta proposta foi adaptada de um modelo de biofilme referenciado na literaturals.
Apds a preparacdo, os espécimes foram esterilizados com 6xido etileno.

Inicialmente, a pelicula salivar foi formada com saliva artificial (carboximetil 1%, cloreto de
sédio 0,0084%, cloreto de potassio 0,12%, fosfato de potassio monobasica 0,0342%, cloreto de
calcio 0,0146%, cloreto de magnésio 0,0052%, Farmdacia Farmaférmula, Farméacia de
Manipulagao, Jodo Pessoa-PB, Brasil). Foram adicionados 2 mL de saliva artificial por espécime
em cada compartimento. Em seguida, a placa de cultura foi incubada por 60 min a 37 °C.
Posteriormente, os in6culos padrdes de ambos os microrganismos foram inseridos nas placas de
cultura, como descrito a seguir.

Biofilme Monoespécie de Streptococcus mutans

Apés a adesdo da pelicula salivar nos espécimes de resina, adicionou-se a placa de cultura o
in6culo padronizado com a cepa de referéncia Streptococcus mutans (UA159), na densidade
celular de 1x108 UFC/mL. Dessa maneira, foi adicionado 1 mL de meio de cultura BHI (HIMEDIA®,
Mumbai, india) suplementado com 1% de sacarose, em cada compartimento das placas de 24
pocos (KASVI®, PR, Brasil), mantendo-as incubadas por 48 h a 37 °C em microaerofilia, com troca
do meio de cultura a cada 24h. Apéds esse periodo de cultivo, os espécimes foram coletados para
a analise das Unidades Formadoras de Col6nia (UFC).

Biofilme Monoespécie de Candida albicans

Em outro experimento independente, foi adicionado a placa de cultura com os espécimes de
resinas com a pelicula salivar ja formada, o inéculo padronizado de Candida albicans (ATCC
90028) com densidade celular de 1x10¢ UFC/mL. Foi adicionado 1 mL/ po¢o com meio de cultura
RPMI 1640 (Inlab Diagnéstica, SP, Brasil). A placa de cultura foi incubada a 37 °C totalizando um
periodo de cultivo de 48 h, com trocas do meio de cultura a cada 24 h.

Os espécimes foram acondicionados em placas de 24 pocos (KASVI®, PR, Brasil), adicionando-
se 1 mL/pog¢o com incubacgdo por 48 h a 37 °C em estufa (Callmex®, SC, Brasil), com troca do meio
de cultura a cada 24 h.
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Unidades Formadoras de Colbnia

Na analise das Unidades Formadoras de Colonia (UFC), os espécimes com os biofilmes
desenvolvidos em sua superficie foram removidos da estrutura metdlica e adicionados a
microtubos com 1 mL solugdo salina a 0,9% previamente adicionado. Em seguida, os microtubos
foram submetidos a agitacdo no vortex durante 30 segundos para desprendimento do biofilme.

Foram coletados 200 puL dos microtubos para realizar as microdilui¢des nas placas de 96 poc¢os
(KASVI®, PR, Brasil). Em seguida, as concentracdes foram plaqueadas por meio da técnica da gota,
10 pL em triplicata por concentracdo, para posterior incubacdo em estufa (Callmex®, SC, Brasil)
por 24 horas.

Em relacdo ao biofilme monoespécie de Streptococcus mutans, as unidades formadoras de
coldénia foram analisadas em Mitis Salivarius Agar (MSA) (Synth KASVI®, PR, Brasil), SP, Brasil)
suplementado com sacarose. Para a formac¢do do biofilme monoespécie de Candida albicans,
foram avaliadas as unidades formadoras de colonia (UFC/mL) em placas de Agar Sabouraud
Dextrose (KASVI®, PR, Brasil).

Analise dos Dados

O cultivo dos biofilmes foi realizado de modo independente, em dois momentos distintos.
Inicialmente, para o cultivo do biofilme de S. mutans, e em outro momento, para o cultivo de C.
albicans. Foi realizada a triplicata nas placas de cultura para a contagem de UFC.

0 software SPSS versado 20 (IBM, Chicago, IL) foi utilizado na analise estatistica. As diferengas
entre os espécimes de resina foram observadas por meio da andlise de varidncia a critério fixo
(ANOVA one-way) e do teste de Tukey, para determinar quais médias foram significativamente
diferentes a 5% de significancia.

RESULTADO

Na Tabela 1, é possivel observar as médias dos valores encontrados para a contagem de
UFC/mL para S. mutans, na diluicdo de 10-5. Na tabela, é indicada a marca de resina utilizada e
seus respectivos valores. Destaca-se que as médias variaram de 8,32 a 8,52 e que nio houve
diferenca significativa entre nenhuma das marcas avaliadas (p=0,119), o que foi observado ao se
aplicar o teste ANOVA/one way.

Tabela 1. Contagem de UFC/mL para biofilmes de Streptococcus mutans em diferentes resinas compostas
(Média, Desvio Padrdo e ANOVA)

Resina Composta Soma dos GL Teste F UFC/mL (Média e DP) Significancia
quadrados
Aura bulk fill 8,33+ 0,20
Opallis 8,36 £ 0,20
1,133 29 2,133 0,119
Premisa 8,52+ 0,08
Filtek bulk fill 8,32+ 0,21

Os valores nao foram estatisticamente diferentes (p>0,05) (ANOVA) UFC/mL: Unidades Formadoras de Col6nias por mililitro;
DP: desvio padrdo; ANOVA: Andlise de variancia; GL: graus de liberdade; Teste F: teste de Snedecor; SPSS versao 20 (IBM,
Chicago, IL); SPSS versao 20 (IBM, Chicago, IL).

Para a analise de UFC/mL para biofilmes de C. albicans, na dilui¢do de 10-5, as médias variaram

de 7,78 a 8,34. A partir do teste ANOVA/one way, foi observado que houve diferenca entre os
grupos. Posteriormente, foi realizado o Teste de Tukey, para identificar tais diferencas.
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Dessa maneira, verificou-se maior nimero de células aderidas a resina Filtek bulk fill
(8,34+0,15), devido a maior média de contagem de UFC/mL. A menor contagem foi determinada
para a resina Aura bulk fill (7,78 + 0,16), havendo assim diferencas significativas entre ambas
(p=0,006) (Tabela 2).

Tabela 2. Contagem de UFC/mL para biofiimes de Candida albicans em diferentes resinas compostas
(Média, Desvio Padrdo e ANOVA)

. Soma dos UFC/mL (Média e
Resina Composta quadrados GL Teste F DP)
Aura bulk fill 7,78 £ 0,162
Opallis 7,91 + 0,92ab
. 3,693 29 5,225
Premisa 7,85 + 0,712
Filtek bulk fill 8,34 + 0,15P

Os valores foram estatisticamente diferentes (p<0,05), o que pode ser observado verticalmente, em que letras diferentes
indicam diferencas significativas entre as diferentes resinas compostas (p <0,05) (ANOVA one-way/Tukey); UFC/mL: Unidades
formadoras de coldnias por mililitro; DP: desvio padrao; ANOVA: Andlise de variancia; GL: graus de liberdade; Teste F: teste de
Snedecor; SPSS versao 20 (IBM, Chicago, IL).

A resina bulk fill da marca Aura ndo apresentou diferenca significativa quando comparada as
resinas do tipo convencionais Opallis (p=0,845) e Premisa (p=0,957). Também ndo houve
diferenca entre as marcas Opallis e Premissa (p=0,987). Ja para a marca de resina bulk fill flow
Filtek, houve diferenca significativa entre as resinas Aura (p=0,006) e Premisa (p=0,019);
entretanto, ndo houve diferen¢a quando comparada a resina convencional Opallis (p=0,051). As
médias e os desvios padrdo podem ser observados na Tabela 2.

DISCUSSAO

O presente estudo buscou avaliar o efeito da adesdo de microrganismos em materiais
restauradores de quatros resinas compostas diferentes em relacdo a biofilmes de S. mutans e
C. albicans, por meio da contagem da UFC/mL, um método confiavel que tem sido utilizado para
estimar a populacdo de microrganismos?°.

A literatura tem demonstrado que a adesdo microbiolégica e o desenvolvimento de biofilmes
estdo relacionados a natureza do material e as caracteristicas de sua superficie, incluindo
propriedades, como composicdo quimica, liberacdo de ions e rugosidade de superficie20. Além
disso, o tipo da matriz encontrada em resinas compostas pode influenciar o potencial de adesao
do biofilmel7 a depender do método de cultivo celular.

A adesdo de S. mutans a resinas compostas foi determinada em estudo prévio, em que, para o
S. mutans, especificamente, ndo houve diferenga nas taxas de adesao bacterianas em diferentes
composi¢coes de resinas compostas, inclusive entre resinas convencionais e bulk fill. As resinas
também foram comparadas em relagdo a diferentes tamanhos de particulas e ndo foram
observadas diferengas?!l. Porém, no referido estudo, os espécimes niao foram submetidos a
formacao de pelicula salivar e o tempo de desenvolvimento dos microrganismos foi apenas de
quatro horas.

No presente estudo, também ndo foram encontradas diferencas significativas entre as marcas
de resinas utilizadas, mesmo ao se desenvolver um biofilme com saliva artificial, cultivado por 48
horas. Uma possivel explicagdo para esse fato ao polimento dos espécimes, que pode interferir
nas taxas de adesdo; porém, neste estudo, todos os espécimes foram polidos da mesma
maneira®12, A superficie pode exercer uma influéncia maior na adesdo microbiana do que outros
fatores, como a composicao, por exemplo. Todavia, ndo pode ser estabelecida uma relacao direta,
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visto que superficie e adesdo bacteriana ndo foram varidveis correlacionadas na presente
pesquisa.

Em relacao ao biofilme monoespécie de C. albicans, houve diferenca significativa entre os
diferentes tipos de resinas investigadas. A resina bulk fill Filtek Flow apresentou a maior taxa de
UFC/mL, seguida da Opallis. Ambas apresentam em comum a natureza micro-hibrida da
particula, o que pode ser uma possivel explicacio para uma maior taxa de adesdo a essas
superficies, para esse tipo de biofilme.

H4a uma escassez de estudos que compararam a adesao de C. albicans em resinas compostas. O
estudo publicado por Beldiiz et al.15, que, apesar de utilizar método, tempo e meio de cultura
diferentes, avaliou a formagdo de biofilme do referido microrganismo em diferentes materiais
restauradores por meio do teste colorimétrico tetrazolium XTT [2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide].

Dentre os materiais utilizados no estudo, a resina composta nano-hibrida apresentou maior
adesdo da C. albicans, seguida pela resina composta modificada por ionémero de vidro e por outra
resina nano-hibrida, quando comparados aos materiais amalgama e iondmero de vidro. Os
autores propuseram que o material influenciou na aderéncia da Candida e também ressaltaram a
importancia da escolha criteriosa desses materiais, principalmente para pacientes
imunocomprometidos?s.

Além disso, destacamos a necessidade de mais estudos que avaliem a adesao de C. albicans a
diferentes resinas compostas, tendo em vista que esse microrganismo consegue aderir a tal
substrato e também esta presente em biofilmes cariogénicos, como ja foi reportado na literatura,
inclusive em caries em dentinal322, o que também pode estar relacionado a casos de caries
secundarias.

Os microrganismos utilizados no presente ensaio foram incluidos devido a estreita relacao
destes na formacdo do biofilme cariogénico, considerando a presenca do S. mutans e C. albicans.
Além disto, este fungo é agente causador de candidiase oral, sendo também um componente da
microbiota de individuos sem agravos bucais?z-24,

Porém, em um estudo prévio semelhante, foi demonstrado que a adesdo microbiana de outras
espécies também pode ser influenciada pela rugosidade do material. Colonizadores iniciais, como
0s estreptococos orais, assim como bactérias gram-negativas de colonizacdo tardia, podem
apresentar diferentes taxas de adesdo, as quais variam de acordo com a rugosidade das resinas
compostas utilizadas. Assim, o acabamento periddico da rugosidade da superficie € um fator que
deve ser considerado para minimizar a adesdo de microrganismos as resinas compostas?2s.

Além disso, o tipo e a natureza da restauracdo também influenciam na capacidade de os
microrganismos aderirem ao material. Por exemplo, a partir da contagem de células bacterianas
por unidade de area, é observado que restauragdes indiretas sio menos propensas a adesio de
biofilme bacterianos quando comparadas as restauragdes de resinas compostas diretas, o que
pode estar relacionado a rugosidade e topografia das restauracdes?e.

Dessa maneira, a partir dos resultados encontrados, podemos sugerir que além da composi¢cdo
e polimento, a metodologia aplicada e o tipo de biofilme também sio fatores que interferem na
adesdo ao substrato e isto também ¢é influenciado pelo tipo de microorganismo, visto que, no
presente estudo, quanto a adesdo do biofilme de C. albicans, observaram-se diferencas entre os
grupos, e em relacdo ao biofilme de S. mutans, ndo houve diferengas significativas.

Entretanto, por se tratar de uma pesquisa in vitro, o presente estudo apresenta algumas
limitacdes, pois foi realizado sob condi¢des laboratoriais controladas que ndo podem ser
extrapoladas diretamente para o contexto clinico, uma vez que nao houve simulagio de outros
mecanismos de prote¢do da cavidade oral, como a presenca de imunoglobulinas e a interagao
multiespécie dos biofilmes.
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Por outro lado, por se tratar de estudo primario, fornece os dados de maneira controlada, de
acordo com objetivo do estudo, o que evita que demais variaveis interfiram nos resultados
encontrados. Dessa maneira, outros estudos precisam ser realizados, que comparem a
susceptibilidade das resinas a esses microrganismos, correlacionando também outros fatores,
como composi¢ao e polimento da superficie, por exemplo, para a correta indicacdo desse material
nas restauragdes.

CONCLUSAO

De acordo com o presente estudo, ha diferenca na adesdo da C. albicans na superficie de
diferentes marcas de resinas compostas, inclusive entre resinas compostas convencionais e bulk
fill. Entretanto, ndo houve diferen¢a nessa adesao para biofilmes de S. mutans. Destaca-se a
necessidade de mais estudos que possam avaliar essas propriedades microbiolégicas em
diferentes substratos de resinas compostas.
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