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RESUMO: A formacdo de biofilme em biomateriais metalicos representa um desafio
significativo para aplicaces biomédicas, especialmente em ambientes orais. Este estudo
avaliou quantitativamente a formacao de biofilme em ligas CuAINi com e sem adicao de 6xido
de grafeno (GO), utilizando o ensaio de cristal violeta (Crystal Violet Biofilm Assay). Discos
metalicos foram produzidos e submetidos a inoculacdo com Candida albicans (ATCC 90028),
com incubag&o por 24 e 48 horas. A biomassa do biofilme foi quantificada por absorbancia em
espectrofotdbmetro a 570 nm. Os resultados demonstraram reducdo significativa na formacéo de
biofilme nas amostras contendo grafeno (p < 0,05), sugerindo efeito antibiofilme associado as
propriedades fisico-quimicas do GO. Conclui-se que a modificacdo da liga CuAINi com
grafeno pode representar uma estratégia promissora para controle microbioldgico em
biomateriais.
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1 INTRODUCAO

A adesdo microbiana em superficies metalicas representa um dos principais desafios
para a longevidade e seguranca dos biomateriais utilizados na odontologia. A formacgédo de
biofilmes por fungos oportunistas, especialmente Candida albicans, estd diretamente
relacionada ao desenvolvimento de infec¢Bes persistentes, aumento da resisténcia a agentes
antifingicos e comprometimento clinico de dispositivos odontolégicos.

As ligas CuAlNi destacam-se por suas propriedades mecanicas, resisténcia a
deformacéo e potencial aplicacdo biomédica. Entretanto, a interacdo dessas superficies com
microrganismos pode favorecer a colonizagéo celular e a maturagéo do biofilme.

Nesse contexto, a modificacdo superficial com nanomateriais a base de grafeno tem
despertado grande interesse cientifico devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e ao
potencial efeito antimicrobiano. Estudos demonstram que o 6xido de grafeno pode atuar por
diferentes mecanismos, incluindo ruptura estrutural da membrana celular, inducéo de estresse
oxidativo e alteracdo das propriedades de superficie do material.

Entre os métodos empregados para analise microbioldgica, o ensaio de cristal violeta
(Crystal Violet Biofilm Assay) é amplamente reconhecido pela capacidade de mensurar
quantitativamente a biomassa aderida, apresentando elevada reprodutibilidade e sensibilidade
experimental.

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar quantitativamente a formacéo
de biofilme em ligas CuAINi modificadas com o&xido de grafeno, comparando seu

comportamento microbiolégico com superficies metélicas convencionais.

2 METODOLOGIA

O presente estudo caracterizou-se como uma pesquisa experimental quantitativa,
conduzida in vitro, com o objetivo de avaliar a formacéao de biofilme por Candida albicans em
ligas CUAINI modificadas com 6xido de grafeno (GO), por meio do ensaio de cristal violeta
(Crystal Violet Biofilm Assay).

2.1 Preparacgdo das Amostras

Foram confeccionados discos metalicos com dimensdes padronizadas de 10 mm de

diametro e 2 mm de espessura, distribuidos em dois grupos experimentais:
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a) Grupo controle: liga CuAINi sem modificacdo superficial;

b) Grupo experimental: liga CuAINi incorporada com 1,96% de 6xido de grafeno (GO).
Apds a confeccdo, os espécimes foram submetidos ao polimento mecéanico para
padronizacdo superficial, seguidos de limpeza em ultrassom para remocgdo de residuos e
particulas contaminantes. Posteriormente, realizou-se a esterilizagdo em autoclave sob

condicgdes adequadas de temperatura e presséo.

2.2 Microrganismo e Preparo do In6culo

Foi utilizada a cepa Candida albicans ATCC 90028, cultivada em meio Agar Sabouraud
Dextrose. Apds crescimento microbioldgico, a suspensao celular foi preparada e ajustada para
turbidez correspondente a escala 0,5 de McFarland, equivalente aproximadamente a 1 x 10°

células/mL.

2.3 Formacao do Biofilme

Os discos metélicos foram individualmente posicionados em placas de cultura de 24
pocos contendo meio Sabouraud Dextrose previamente inoculado com a suspensdo flngica
padronizada. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa bacteriol6gica a 37 °C durante
periodos experimentais de 24 e 48 horas, permitindo a adesdo celular e o desenvolvimento do

biofilme sobre as superficies metalicas.

2.4 Ensaio de Cristal Violeta (Crystal Violet Biofilm Assay)

Ap0s os periodos de incubagdo, os espécimes foram cuidadosamente lavados com
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) para remocdo das células ndo aderidas. Em
seguida, realizou-se a fixacdo do biofilme com metanol e posterior coloracéao utilizando solugéo
de cristal violeta a 0,1%.

Posteriormente, os discos foram novamente lavados para remocao do excesso de corante
ndo aderido. A biomassa do biofilme foi entdo solubilizada com etanol a 95%, permitindo a
quantificacdo indireta da formacdo do biofilme por meio da leitura da absorbancia em

espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 570 nm.
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2.5 Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica utilizando-se analise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de comparag6es maltiplas de Tukey, adotando-se nivel
de significancia de 5% (p < 0,05). As analises foram realizadas em software estatistico
apropriado para estudos experimentais quantitativos.

3 DISCUSSAO E RESULTADOS

A formacédo de biofilme por Candida albicans foi observada em todas as superficies
analisadas, demonstrando aumento progressivo da biomassa ao longo do periodo experimental
(24 e 48 horas). Entretanto, diferencas significativas foram identificadas entre os grupos
experimentais.

A andlise quantitativa realizada pelo ensaio de cristal violeta evidenciou que as ligas
CuAlINi modificadas com oxido de grafeno (CUAINIGO) apresentaram reducao significativa da
biomassa total do biofilme quando comparadas ao grupo controle (CuAINi sem modificacéo),
em ambos os tempos avaliados (p < 0,05).

Ap0s 24 horas de incubacdo, observou-se reducdo moderada da biomassa aderida nas
superficies contendo GO, com diminuicdo estimada entre 30-40% em relacdo ao controle. Esse
efeito tornou-se ainda mais pronunciado ap6s 48 horas, quando a reducdo da formacéo de
biofilme atingiu aproximadamente 50-60%, sugerindo efeito antifingico dependente do tempo
de exposicao.

Os resultados da andlise estatistica por ANOVA de duas vias demonstraram interagdo
significativa entre os fatores “tempo” e “tipo de superficie” (p < 0,0001), indicando que a
incorporacgdo do grafeno influenciou diretamente a cinética de desenvolvimento do biofilme.

Além disso, o grupo controle apresentou aumento expressivo da biomassa entre 24 e 48
horas, refletindo intensa maturacdo do biofilme. Em contrapartida, as amostras contendo
grafeno exibiram crescimento significativamente menor da biomassa, sugerindo interferéncia
do GO nos mecanismos de adesdo celular, proliferacdo fungica e organizacdo da matriz

extracelular.
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Figura 1 — Formacdo de biofilme de Candida albicans em ligas CuAINi com e sem modificagdo por éxido de
grafeno, determinada por absorbancia a 570 nm apds 24 e 48 horas de incubagdo. Os dados sdo expressos como
média + desvio padrédo (n = 3). Diferencas estatisticamente significativas foram observadas entre os grupos
experimentais (**** p < 0,0001).
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Fonte: (Préprio Autor, 2026)

4 CONSIDERACOES FINAIS

A incorporacdo de grafeno a liga CuAINi reduziu significativamente a formagéo de
biofilme por Candida albicans, evidenciada pelo ensaio de cristal violeta. Esses resultados
indicam que o uso de GO pode melhorar o desempenho biolégico de ligas metalicas em

aplicacGes biomédicas.
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