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RESUMO

Objetivos: Avaliar a atividade antifungica de solu¢des de nitrato de cério, as
propriedades fisico-morfoldgicas [microscopia eletrénica de varredura (MEV),
rugosidade superficial (Sa e Sz), angulo de contato (6) e parametros de cor
(L*a*b*)] e propriedade mecéanica (dureza Vickers) de uma resina acrilica
termopolimerizada incorporada com essas solucfes. Materiais e métodos:
Solugdes de nitrato de cério hexidratado (Ce(NOs)3 - 6H20) foram obtidas em
dois tipos de solventes (DMSO 10% e DMSO 5% + Tween 80 5%). Foi
determinada a concentracdo inibitéria minima (CIM), concentracdo fungicida
minima (CFM) pelo ensaio de microdilui¢do e inibicdo de biofilme de Candida
albicans (ATCC 90028) em placa (n=5) e em corpos-de-prova (n=10). Para
avaliacdo das propriedades fisico-mecéanicas, confeccionou-se corpos-de-prova
cilindricos (10 mm x 4 mm) em resina acrilica termicamente ativada por energia
de micro-ondas, formando 5 grupos: sem modificagcdo (grupo controle),
incorporadas com 20% da solucédo 16xCIM e 32xCIM de DMSO+Cério (DC) e
incorporadas com 20% da solucao 16XCIM e 32xCIM de DMSO+Tween+Cério
(DTC). Os espécimes foram submetidos a avaliacdo em MEV (n=1), ao ensaio
de rugosidade superficial (Sa e Sz) por meio de perfilometria 6ptica (n=20),
ensaio de angulo de contato (6) (n=20), ensaio de dureza Vickers (n=20) e
determinacdo dos parametros de cor (L*, a* e b*) por espectrofotometria
(n=20). Os dados foram analisados descritivamente e pelos testes Two-Way
ANOVA (biofilme em placa) e ANOVA (rugosidade, dureza Vickers, parametros
de cor e angulo de contato) complementadas pelo teste de Tukey (a=0,05 para
L* e a=0,01 para os demais) e a inibicdo da aderéncia fungica nos corpos de
prova foi analisada pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney U (a=0,05).
Resultados: Foi encontrada a CIM e CFM na concentracédo de 1625 pug/ml para
ambas as solucdes testadas. Houve inibicdo do biofilme para todos os grupos e
os grupos DC e DTC apresentaram valores de inibicdo superiores a 87% (24
horas) e 62% (48 horas), com diferencas estatisticamente significativas em
relacéo ao grupo controle (nistatina) em ambos os intervalos de tempo testados
(p<0,01). Para a rugosidade encontrou-se diferenca estatisticamente
significante entre o grupo Controle (Sa=0,052, Sz=0,51) e os demais grupos,

sendo os valores mais elevados dos grupos DC 16xCIM (Sa=0,224, Sz=2,34) e



DC 32xCIM (Sa=0,202, Sz=2,13). Para a dureza, o grupo controle (19,91) e o
DC 16xCIM (18,72) apresentou diferenca dos demais grupos. No angulo de
contato, o grupo DC 16xCIM apresentou o maior angulo de contato (80,49°),
sem diferenca estatisticamente significante do Controle (77,16°); o grupo DC
32xCIM (59,42°) apresentou o menor angulo de contato. Na analise de cor, o
grupo controle apresentou 0os menores parametros L*, a* e b*, com diferenca
estatisticamente significante em relacdo aos demais grupos. Consideragdes
finais: As solucBes avaliadas apresentaram atividade antifingica contra
Candida albicans tanto na forma planctdnica quanto em biofilme assim como
houve reducdo da aderéncia de biofilme a resina acrilica modificada por nitrato
de cério nos grupos DC 16xCIM e DC 32xCIM. No entanto, estas resinas
experimentais apresentaram alteracdes em todas as propriedades avaliadas,
com maiores valores de rugosidade e parametros *L a* e b* de cor, e menores

valores de dureza e angulo de contato.



ABSTRACT

Objectives: To evaluate the antifungal activity of different cerium nitrate
solutions,  the physical-morphological properties by scanning electronic
microscope (SEM), surface roughness (Sa and Sz), contact angle (6) and color
parameters (L*a*b*)] and the mechanical property (Vickers hardness) of a
thermo polymerized acrylic resin incorporated with the solutions. Materials and
methods: Cerium hexahydrate nitrate solutions (Ce (NO3) 3 « 6H2 O) were
obtained in two types of solvents (a-10% DMSO and b-5% DMSO + 5% Tween
80). Minimum inhibitory concentration (MIC), minimum fungicidal concentration
(MFC) were determined the by micro dilution assay and inhibition of Candida
albicans (ATCC 90028) biofilms was performed in plates (n = 5) and in test
specimens (n = 10). To evaluate the physical and mechanical properties,
cylindrical specimens were made (10 mm X 4 mm) with acrylic non-incorporated
(control group), incorporated with 20% of 16xCIM and 32xCIM DMSO + Cerium
(DC) solution and incorporated with 20% of 16XCIM and 32xCIM DMSO +
Tween + Cerium (DTC) solution. Specimens were analyzed by optical
profilometry surface roughness assay (Sa and Sz) (n = 20), contact angle test
(6) (n = 20), Vickers hardness test (n = 20) and determination of color
parameters (L*, a* and b*) by spectrophotometry (n = 20). Data were
descriptively analyzed and the Two-Way ANOVA (plate biofilm) and ANOVA
(roughness, Vickers hardness, color parameters and contact angle)
complemented by Tukey test (a = 0.05 for L* and a=0,01 for the others) and the
inhibition of fungal adherence in the specimens was analyzed by the non-
parametric Mann-Whitney U test (a = 0.05). Results: CIM and CFM
concentration was 1625 uL/mL for both tested solutions. There was biofilms
inhibition for all groups and DC and DTC groups showed inhibition values
greater than 87% (24 hours) and 62% (48 hours), with statistically significant
differences from the control group (Nystatin) in both ranges tested time (p
<0.01). For the roughness, a statistically significant difference was found
between the Control group (Sa = 0.052, Sz = 0.51) and the other groups, with
the highest values of the groups DC 16xCIM (Sa = 0.224, Sz = 2.34) and DC
32xCIM (Sa = 0.202, Sz = 2.13). For the hardness, the control group (19.91)
and the DC 16xCIM (18.72) presented difference of the other groups. At the



contact angle, the DC 16xCIM group had the highest contact angle (80.499),
with no statistically significant difference from the control (77.16°); the DC
32xCIM group (59.42°) had the lowest contact angle. In the color analysis, the
control group had the lowest L* a* and b* parameters, with a statistically
significant difference in relation to the other groups. Final Considerations: The
evaluated solutions presented antifungal activity against Candida albicans in
both planktonic and biofilm forms as well as reduction of biofilm adhesion to
cerium nitrate modified acrylic resin in the DC 16xCIM and DC 32xCIM groups.
However, these experimental resins presented alterations in all properties
evaluated, with higher values of roughness and parameters * L a * and b * of

color, and lower values of hardness and contact angle.
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1. INTRODUCAO

Os dados epidemiolégicos do Brasil demonstram que o edentulismo
parcial e total € um problema de saude publica que acomete uma parcela
significativa da populacdo brasileira. Observou-se que 13,7% dos individuos
examinados na faixa etaria de 15 a 19 anos necessitam de protese, a qual
evolui para 68,8% na faixa etaria de 35 a 44 anos e aumenta para 92,3% na
faixa etaria entre 65 a 74 anos, confirmando que somos um pais com uma
populacdo extremamente necessitada de tratamento protético (SB BRASIL
2010).

As proéteses totais e parciais confeccionadas com resina acrilica sdo os
meios de tratamento mais acessiveis para a maioria da populacao, tanto pelo
seu baixo custo como pela sua versatilidade de aplicagcdes. O material mais
utilizado para a sua confeccdo € o poli(metil metacrilato) (PMMA), o qual
apresenta propriedades fisicas, mecénicas e estéticas aceitaveis. No entanto,
seu processamento laboratorial € susceptivel a falhas nos procedimentos
técnicos de incluséo, prensagem, polimerizacdo, acabamento e polimento, que
podem levar a formacdo de poros e trincas em sua estrutura. Desta forma, a
principal desvantagem da prétese confeccionada em PMMA € a sua
susceptibilidade para a colonizacdo por Candida albicans e outros agentes
patogénicos que podem conduzir a uma estomatite protética, caracterizada por
ser uma condicdo complexa com uma etiologia multifatorial (DHIR et al., 2007,
KARAAGACLIOGLU et al, 2008; NAM, 2014; RAJ; DENTINO, 2013;
SIVAKUMAR et al., 2014).

A estomatite protética ocorre em mais de 65% dos usuarios de protese
total, sendo a forma mais frequente de candidose oral. As superficies das
préteses apresentam-se como um reservatorio para esses agentes infecciosos
e, portanto, desenvolvem-se areas eritematosas na mucosa do palato revestida
pela protese dentaria (SALERNO et al., 2011; WILLIAMS; LEWIS, 2011).
Alguns fatores que predispdem o desenvolvimento da estomatite protética séo:
deficiéncia da higiene oral, reducdo do fluxo salivar, traumas, diabetes, uso de
esteroides em longo prazo e rugosidade e microporos na superficie da resina
acrilica (PARANHOS et al., 2007).
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O fungo do género Candida contém mais de 150 espécies, muitas das
quais sdo comensais e podem estar presentes na cavidade oral dos individuos
saudaveis. Quando o sistema de defesa do hospedeiro sofre alguma alteracao,
como a imunodeficiéncia, esses comensais podem provocar um estado
patogénico, a candidose, que pode envolver diversas espécies como Candida
dubliniensis, Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida tropicalis, Candida
glabrata. No entanto, a espécie mais encontrada nesta patologia € a C.
albicans. A candidose pode manifestar-se através de varios aspectos clinicos,
desde o acometimento de sitios na cavidade oral até formas mais invasivas.
Este processo infeccioso é bastante comum em individuos usuérios de
préteses (CAVALCANTI et al.,, 2015; SALERNO et al.,, 2011; WILLIAMS;
LEWIS, 2011).

A patogenicidade destes micro-organismos esta diretamente relacionada
com a capacidade de formacdo de biofilmes, que sdo comunidades
microbianas bem estruturadas, nas quais as células fungicas sdo incorporadas
em uma matriz extracelular. Suas células possuem alto potencial de aderéncia
a superficie de materiais artificiais, como as proteses dentéarias, e também aos
tecidos orais. Quando estes biofilmes apresentam alta resisténcia a terapia
antimicrobiana convencional e as defesas do hospedeiro, podem evoluir e

resultar em infeccdes persistentes (SILVA-DIAS et al., 2015).

Existem diversos tratamentos para a referida patologia, como o uso de
solucdes quimicas desinfetantes, antifungicos, antibioticos, terapias com laser
e confeccdo de novas préteses. No entanto, o0 amplo uso dos antifungicos e
antibidticos, pode levar a uma resisténcia microbiana, promovendo o fracasso
nas terapias convencionais (NAM, 2014; PARANHOS et al., 2007;
YARBOROUGH et al., 2016).

Apesar dos tratamentos voltados ao combate destas infeccdes, a
exemplo da utilizacdo de substancias antifUngicas e solucdes quimicas,
nenhum deles apresenta-se ideal. Este fato impulsiona o desenvolvimento de
novas alternativas terapéuticas e substancias antimicrobianas. Desta forma,
inimeras pesquisas vém sendo desenvolvidas a fim de melhorar as

caracteristicas mecéanicas, fisicas e antimicrobianas das resinas acrilicas
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utilizadas para base de prétese, a fim de alcancar um material ideal (LI et al.,
2016; NAM, 2014; WADY et al., 2012; YU et al., 2014). Tentativas foram feitas
para combinar substancias antifungicas com o PMMA a exemplo da
incorporacdo de nanoparticulas de platina (NAM, 2014), nanoparticulas de
prata (EL-AASSAR et al., 2013; KONG; JANG, 2008; LYUTAKOQV et al., 2015;
MONTEIRO et al., 2012; WADY et al., 2012), nanoestruturas de vanadato (DE
CASTRO et al., 2014), e outras.

Entre as substancias recentemente avaliadas contra Candida spp.
encontra-se o cério (Ce), pertencente ao grupo dos lantanideos ou “terras
raras” e possui diversos efeitos bioldgicos, porém, suas propriedades
farmacolégicas ainda ndo foram totalmente exploradas (COBRADO et al.,
2012; SILVA-DIAS et al., 2015). O oxido de cério (CeO2) é um importante
material estudado recentemente por apresentar diversas aplicacdes cientificas
e tecnologicas, importante para o progresso da nanotecnologia devido as suas
propriedades eletronicas, magnéticas, cataliticas e microbiolégicas desejaveis.
A atividade antimicrobiana das nanoparticulas de 6xido de cério ocorre devido
a sua natureza redox, a qual auxilia na inibicdo do crescimento de bactérias e
na eliminacao de radicais livres (KEYSON et al., 2008; SURESH BABU et al.,
2014). Estudos mostram que o nitrato de cério [Ce(NO3)s] tem sido utilizado no
tratamento de queimaduras e seu efeito bacteriostatico ou bactericida foi
relatado por alguns autores (AUJOULAT et al.,, 2011; JAKUPEC; UNFRIED;
KEEPLER, 2005). Além disso, o nitrato de cério apresenta efeito antifungico,
principalmente contra C. albicans, tanto na forma plancténica quanto na forma
de biofilme (COBRADO et al., 2012; SILVA-DIAS et al., 2015).

Embora promissora, ndo encontrou-se na literatura estudos que tenham
utilizado esses materiais associadas a resinas acrilicas de base de protese. No
entanto, devido suas propriedades e atividade antimicrobiana, associada a
necessidade do desenvolvimento de novos materiais eficientes contra
patologias fungicas, propfe-se avaliar a atividade antifungica de solucdes de
Ce(NO3): e as propriedades fisico-mecanicas de uma resina acrilica
termopolimerizada incorporada com essas solucfes, procurando-se, dessa
forma, contribuir no estudo de alternativas de tratamento para infec¢cbes por

Candida na cavidade bucal.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estomatite protética

Com o aumento da expectativa de vida e envelhecimento da populacgéo,
h& uma alta prevaléncia do edentulismo parcial e total e, consequentemente,
maior nimero de usuarios de préteses dentarias (GANTAIT et al.,, 2016).
Williams e Lewis (2011) afirmam que a estomatite protética ocorre em cerca de
65% dos usuarios de prétese total. Outros autores relatam que a estomatite
pode afetar mais de 70% dos usuarios de proteses (GENDREAU; LOEWY,
2011).

A etiologia da estomatite é multifatorial, no entanto, ha evidéncias de sua
associacdo com traumatismos na mucosa devido ao desajuste da dentadura,
ma higienizacdo, tempo de uso das préteses, além da susceptibilidade das
préteses dentarias a contaminacdo microbiana, decorrente da presenca de
microporos, trincas e irregularidades, tornando o ambiente propicio para o
desenvolvimento de fungos e bactérias (GANTAIT et al.,, 2016; GENDREAU;
LOEWY, 2011).

A estomatite protética € uma infeccdo fungica que caracteriza-se,
frequentemente, como uma inflamacao eritematosa, principalmente na mucosa
do palato recoberta pela superficie protética. Apesar da alta prevaléncia, a
estomatite é frequentemente assintomatica; apenas a minoria dos individuos
relata alguns dos seus sintomas como dor, hiperplasia, prurido ou ardor, além
de provocar um impacto negativo na qualidade de vida das pessoas afetadas
(YANO et al., 2016; ZHANG et al., 2016).

A candidose € uma das mais comuns infec¢des flungicas da cavidade
oral, a qual pode ser fonte frequente de desconforto, dor, perda do paladar e
aversdao a comida. Esta apresenta-se como uma infeccdo oportunista e
superficial, tendo como principal agente etiologico a Candida albicans. No
entanto, pode envolver diversas outras espécies como C. dubliniensis, C.
parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis e C. glabrata. Algumas mudancas na

cavidade oral podem predispor a candidose, como antibidticos,
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corticosterdides, xerostomia, diabetes mellitus, deficiéncias nutricionais e
doencas imunossupressoras (DANGI; SONI; NAMDEO, 2010).

Diversas espécies de Candida fazem parte da microbiota humana
saudavel e, portanto, sdo frequentemente encontradas em implantes,
cateteres, préteses e em diversos outros biomateriais utilizados pelos
individuos. Os micro-organismos se organizam de forma a constituir os
biofilmes, que sdo comunidades microbianas bem estruturadas, nas quais as
células fungicas sdo incorporadas em uma matriz extracelular (SARDI et al.,
2013; WILLIAMS; LEWIS, 2011; YANO et al., 2016).

A formacdo do biofilme esta diretamente relacionada a patogenicidade
destes micro-organismos. Eles conseguem se aderir facilmente ao poli(metil
metacrilato) e penetrar nas micro fendas e fissuras presentes neste material.
Tais micro-organismos podem apresentar-se na forma de leveduras, pseudo-
hifas ou hifas, sendo as hifas de maior resisténcia e melhor capacidade de
aderéncia as superficies, 0 que permite sua invasao no tecido epitelial
(WILLIAMS; LEWIS, 2011).

O desenvolvimento do biofilme ocorre em trés fases distintas: inicial,
intermediaria e madura. Inicialmente, uma camada de leveduras adere-se a
superficie do material; a fase intermediaria € caracterizada pelo envolvimento
de uma matriz extracelular, a qual, na fase madura, aumenta constantemente
até que as comunidades de C. albicans, constituidas por leveduras, pseudo-
hifas e hifas, encontrem-se totalmente recobertas pela matriz. Este biofilme
apresenta uma estrutura complexa que envolve a distribuicdo das células
fungicas e da matriz extracelular, o que facilita o influxo de nutrientes e a
eliminacao dos residuos microbianos (SOLL; DANIELS, 2016).

Para evitar o desenvolvimento desta patologia, € recomendado que o0s
individuos realizem adequada higienizacdo das préteses através de métodos
guimicos, mecanicos ou combinados. Portanto, fatores como a frequéncia e
técnica de higienizacédo e a motivacao do paciente sdo essenciais para sucesso
e longevidade da prétese dentaria (NAM, 2014; PARANHOS et al., 2007).
Existem também diversas estratégias para o tratamento de pacientes com
estomatite protética: terapia antifingica, incluindo administracdo sistémica e
aplicagdo topica, uso de solugdes desinfetantes, tratamento da regido afetada
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com laser, melhorias na higiene oral, desinfeccdo por micro-ondas e a
confeccdo de novas proteses. Destes, o0s tratamentos mais comuns na
populagdo séo as terapias antifingicas, com ampla variedade de substancias,
e 0 uso de solugdes quimicas (YARBOROUGH et al., 2016).

Apesar da eficacia dos desinfetantes quimicos tradicionais das préteses
dentarias, seu uso inadequado pode ser prejudicial para os tecidos orais.
Ocasionalmente, a prépria limpeza da dentadura pode ser comprometida para
alguns pacientes com idade mais avancada ou hospitalizados devido as
condicdes de saude mental ou fisica. Uma alternativa para estes pacientes é a
utilizacdo de antifingicos sistémicos ou locais a fim de reduzir a populacéo de
micro-organismos (NAM, 2014; PARANHOS et al., 2007). Porém,
frequentemente nos deparamos com o fracasso terapéutico, o que acontece,
muitas vezes, porque antifungicos classicos ndo séo totalmente eficazes no
combate ao biofiilme de Candida e o amplo uso de antimicrobianos pelos
individuos promove o desenvolvimento da resisténcia microbiana. Esta
resisténcia influencia negativamente no tratamento e prevencdo de doencas
infecciosas da cavidade oral (LYUTAKOV et al.,, 2015; SILVA-DIAS et al.,
2015).

Dentre as substancias presentes no mercado voltadas ao combate
destas infec¢cbes, nenhuma delas apresenta-se ideal, visto que alguns
mecanismos patogénicos relacionados com infec¢cdes por Candida ssp. ainda
nao sao bem estabelecidos (PALMEIRA-DE-OLIVEIRA et al., 2012). Portanto,
faz-se necessario a busca de novas alternativas para o tratamento de infeccbes

por Candida na cavidade oral.

2.2 Poli(metil metacrilato) - PMMA

Com a descoberta da borracha vulcanizada por Charles Goodyear em
1840, iniciou-se a utilizacdo dos polimeros na construcdo de proteses
dentarias. Apos 15 anos, este material comecou a ser introduzido na
Odontologia com a denominacgéo de vulcanite, sendo utilizado como bases de
dentaduras e associados a dentes de porcelana. Este continuou a ser o

principal material utilizado nas bases das préteses durante 75 anos, mesmo
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possuindo pouca estética, mau cheiro e gosto desagradavel (FERRACANE,
2001). Em 1937, Walter Wright desenvolveu o poli(metil metacrilato) (PMMA) e
observou suas inUmeras vantagens, passando a utiliza-lo como material de
base de préteses (CHOKSI; MODY, 2016).

A resina acrilica de poli(metil metacrilato) é, atualmente, o material mais
utilizado para a fabricacdo das proteses totais, parciais removiveis, proteses
totais sobre implantes e diversos tipos de aparelhos ortodénticos removiveis,
visto que podem reproduzir a forma, tamanho e cor dos tecidos orais, 0 que
proporciona resultados estéticos e funcionais satisfatorios. Também
apresentam outras vantagens, tais como facilidade de manipulagdo, baixo
custo, propriedades quimicas e mecanicas adequadas e biocompatibilidade
(GOIATO et al., 2016, 2014; HONG et al., 2009).

As resinas acrilicas utilizadas na Odontologia podem diferir quanto ao
tipo de polimerizacdo, as quais podem ser realizadas por ativacdo quimica,
ativacao de luz visivel ou ativacéo térmica, seja por banho de agua, calor seco
ou energia de micro-ondas. No ultimo método, as moléculas de monémero
vibram ao serem expostas a um campo eletromagnético de alta frequéncia.
Este fendbmeno leva a colisdes intermoleculares que geram o calor e realizam o
processo de ativacdo. A ativacdo térmica por energia de micro-ondas tem sido
cada vez mais utilizada devido a facilidade da técnica, relativo baixo custo

laboratorial e rapidez de processamento (BOTEGA et al., 2004).

Ao longo dos anos, materiais alternativos para o PMMA foram
introduzidos na odontologia. Varios tipos de fibras ou esferas foram
adicionadas, as resinas acrilicas, como carbono, polietileno e fibras de vidro, na
tentativa de melhorar suas propriedades fisicas e mecéanicas, visto que €
comum a formacédo de poros e trincas em sua estrutura (KARAAGACLIOGLU
et al., 2008). Pesquisas contemporaneas vém sendo desenvolvidas na tentativa
de melhorar as caracteristicas mecanicas e antimicrobianas das resinas
acrilicas utilizadas para base de prétese, a fim de alcancar um material ideal (LI
et al., 2016; NAM, 2014; WADY et al., 2012; YU et al., 2014).

Substancias biocidas foram incorporadas ao PMMA a fim de promover
uma modificacdo em sua superficie, através de alteracbes em sua natureza
hidrofébica, na liberacdo dos elementos biocidas e inibicdo da aderéncia
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microbiana. A presenca de 15% de fosfato na base de proteses aumentou a
hidrofilia e reduziu significativamente a adesdo de C. albicans. Quando
modificado com 10% de &cido metacrilico, 0 PMMA também apresentou um
decréscimo significativo na adesdo de Candida. O metacrilato 2-ter-
butilaminoetilo (TBAEMA) é uma substancia policatibnica que demonstrou
atividade antimicrobiana significativa contra S. aureus e S. mutans, porém,
nenhum efeito significativo sobre C. albicans. Outros materiais como zeolitos
de prata, nanoparticulas de prata e nanoparticulas de titanio também
demonstraram atividade antimicrobiana, quando associados ao PMMA
(SIVAKUMAR et al., 2014).

Pesquisadores desenvolveram novos polimeros para préteses dentérias
modificadas por anions, as quais podem apresentar bons resultados
antimicrobianos, no entanto, podem comprometer as propriedades fisicas e
mecanicas exigidas para uma protese. A incorporacéo do acido metacrilico ao
PMMA nas concentragdes de 0, 5, 10, 15, 20 e 25% foi eficaz contra a adeséo
de C. albicans a superficie do polimero. A medida que a proporcdo de &cido
metacrilico aumentou, a area de superficie de C. albicans aderentes diminuiu,
enquanto o PMMA sem modificacbes apresentou maior area de micro-
organismos aderentes. No entanto, as avaliagcbes mecanicas mostraram que 0S
PMMA modificados por acido metacrilico tém a tendéncia de comprometer a
resisténcia a flexdo e o modulo de elasticidade quando o teor de acido
metacrilico no polimero foi maior que 10%. Os autores sugeriram que o PMMA
modificado por 10% de acido metacrilico poderia servir como resinas para
proteses, a fim de prevenir a adesdo de C. albicans, sem trazer grandes

prejuizos para as propriedades mecanicas (RAJ; DENTINO, 2013).

Nam, Lee, Lee (2012) avaliaram o efeito de resinas acrilicas contendo
nanoparticulas de prata sobre a adesédo e formacéo de biofilme de C. albicans
e observaram que, em concentracfes elevadas de prata, houve uma atividade
anti-aderente significativa na superficie da resina acrilica. Outros autores
também avaliaram a acdo antimicrobiana das nanoparticulas de prata e
obtiveram resultados satisfatérios, o que sugere o desenvolvimento de novos
estudos para verificar biocompatibilidade, pardmetro de cor e ensaios

mecanicos para possivel utilizacdo clinica deste material (EL-AASSAR et al.,
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2013; KONG; JANG, 2008; LYUTAKOQV et al., 2015; MONTEIRO et al., 2012;
WADY et al., 2012).

Além da acdo antimicrobiana, estudos tém avaliado as propriedades
mecéanicas de PMMA modificados por particulas. Sodogar el al. (2012)
avaliaram a resisténcia a flexdo do PMMA modificado por nanoparticulas de
prata. Os resultados mostraram que a resina acrilica sem modificacdo
apresentou maior resisténcia a flexdo e que a adicdo de 0,05% de
nanoparticulas de prata, diminuiu significativamente a sua resisténcia a flexao

(SODAGAR et al., 2012).

Kartika (2015) avaliaram o efeito da adicdo do agente antimicrobiano
zedlito de prata sobre a porosidade de resina acrilica de base da prétese. Nao
foram encontradas diferencas significativas na porosidade média entre os
grupos controle e incorporados com 0 agente antimicrobiano. Portanto,
concluiram que a adicdo de zeolitos de prata ndo provoca um aumento
significativo da porosidade e que esta pode ser uma opg¢do viavel para o
processamento de proteses dentarias (KARTIKA, 2015).

Nanoparticulas de oOxido de titanio e 6xido de silica também foram
incorporadas em resinas acrilicas a fim de avaliar a resisténcia a flexdo deste
produto. Os autores observaram que a incorporacédo de nanoparticulas de TiO>
e SiO2 em resinas acrilicas podem afetar negativamente a resisténcia a flexao
dos produtos finais, e que este efeito esta diretamente correlacionado com a
concentracdo de nanoparticulas, visto que a resisténcia a flexdo do grupo
controle foi maior quando comparada com o grupo que continha 0,5% de TiO2
e SiO2 (SODAGAR et al., 2013).

De Castro et al. (2012) realizaram a incorporacao de nanoestruturas de
vanadato de prata em resinas acrilicas a fim de avaliarem sua atividade
antimicrobiana contra Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans, além de examinarem a dureza
de superficie e resisténcia a compressdo das resinas modificadas. Os
espécimes foram divididos em seis grupos, sendo o grupo controle sem a
adicdo de nanoestruturas, e os demais grupos formados pela incorporacdo de
0,5%, 1%, 2,5%, 5% e 10% de nanoestruturas de vanadato de prata. Eles
observaram que o grupo com 10% de vanadato de prata obteve atividade
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antimicrobiana contra todas as cepas, no entanto, a concentracao inibitéria
minima variou entre 0os micro-organismos, sendo: 1% para o P. aeruginosa,
2,5% para o S. aureus, 5% para C. albicans e 10% para o S. mutans. Quanto
as propriedades mecanicas, a dureza superficial e a resisténcia & compressao
aumentaram significativamente com a adi¢ao de 0,5% de vanadato de prata, no
entanto, valores mais elevados de incorporagéo nao provocaram diferencas em
relacéo ao grupo controle (DE CASTRO et al., 2014).

Al-Dwairi et al. (2012) avaliaram a rugosidade superficial, angulo de
contato e dureza do poli(metil metacrilato) antes e apds a exposi¢éo a solucdes
(nistatina , fluconazol e agua destilada) e sua relagdo com a adesao in vitro de
Candida albicans. Os resultados mostraram que a nistatina ndo apresentou
efeito estatisticamente significante sobre a dureza, mas teve efeito sobre a
rugosidade superficial, angulo de contato e adesdo de Candida ao PMMA. Por
outro lado, o fluconazol n&o apresentou efeito estatisticamente significante na
dureza e rugosidade superficial, mas teve efeito no angulo de contato e na
adesdo de Candida ao PMMA. A agua destilada né&o apresentou efeito

estatisticamente significante sobre nenhuma das propriedades.

Foggi et al. (2014) avaliaram o efeito da rugosidade superficial sobre a
hidrofobicidade de resinas acrilicas, assim como a adesdo e formacdo de
biofiimes de C. albicans. Foram avaliados seis grupos experimentais, com
diferentes valores de rugosidade superficial (Ra): 0,05, 0,2, 0,4, 0,8, 1,5 e 3,0.
Os resultados apresentaram que a rugosidade aumentou significativamente a
hidrofobicidade. Desta forma, o menor valor de rugosidade (0,05 um)
apresentou também o menor valor do angulo de contato (75°). No entanto, ndo
houve diferenca estatisticamente significante para adeséo inicial e formacao de

biofilme sobre as superficies das resinas entre todos 0s grupos.

2.3 Nitrato de Cério

O cério (Ce) é o elemento mais abundante na crosta terrestre da série
dos lantanideos, conhecido como terras raras e tem chamado a atencao dos
pesquisadores devido as suas propriedades e aos diversos efeitos bioldgicos

(SILVA-DIAS et al., 2015). Alguns estudos mostram a eficacia do cério no
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tratamento de queimaduras, o que ocorre devido a sua atividade
imunomoduladora (AUJOULAT et al., 2011; JAKUPEC; UNFRIED; KEEPLER,
2005).

Suas propriedades antimicrobianas ainda nao s&o totalmente
conhecidas, mas acredita-se que o cério é absorvido pelo citoplasma, provoca
inibicdo da respiragdo celular e rompimento da membrana celular. Estudos
mostraram o efeito microbicida do nitrato de cério [Ce(NOs3)3] contra bactérias e
leveduras, o qual, mesmo em concentracdes mais baixas, apresentou-se eficaz
contra biofilme de C. albicans (COBRADO et al., 2012, 2013; SILVA-DIAS et
al., 2015).

Além da atividade antimicrobiana, o cério possui diversas outras
vantagens: € um elemento quimico abundante na natureza, o que 0 torna
facilmente disponivel e menos caro quando comparado a outras alternativas;
nao é téxico, uma vez que nao pode atravessar as membranas celulares de
mamiferos e é utilizado na pratica clinica para o tratamento de queimaduras; e
nao induz resisténcia em Candida, problema frequentemente encontrado em

algumas substancias antifungicas (SILVA-DIAS et al., 2015).

O nitrato de cério [Ce(NOz3)s] € amplamente utilizado como material
precursor para sintese de nanoparticulas e nanofibras de o6xido de cério
(FARIAS et al., 2015; LIU; HON; TEOH, 2013), as quais tém sido estudadas
devido sua acdo como agentes antimicrobianos (NAM, 2014), e também pela
vantagem de apresentarem alta area superficial, tendo grande potencial como
estruturas para liberacdo de farmacos e de reforco estrutural (FARIAS et al.,
2015; RAMESHBABU et al., 2015).

Estudos testaram a acdo antimicrobiana de nanoparticulas de éxido de
cério (CeO>) e nanoparticulas de 6xido de cério associadas ao ouro (Au/CeQy)
e sua citotoxicidade para macrofagos normais e células cancerosas do pulmao.
Os resultados demonstraram melhor seletividade de nanoparticulas de
Au/CeO. para as ceélulas cancerosas de uma maneira dependente da
concentragdo de nanoparticulas de CeO.. Essas nanoparticulas de Au/CeO:
mostraram boa biocompatibilidade com células de macréfagos normais, mas
inibiu o crescimento de células epiteliais de adenocarcinoma. Além disso, a
atividade antibacteriana destas nanoparticulas foi eficaz contra varias espécies

25



tais como E. coli, S. enteritidis, B. subtilis, S. aureus e sugeriram que, em
comparagao com O ouro puro, a associacdo de Au/CeO: exibiu um melhor
efeito antibacteriano (SURESH BABU et al., 2014).

Poucos estudos avaliaram as propriedades antifangicas do nitrato de
cério contra as diversas espécies de Candida e sua capacidade de interferir in

vitro e in vivo na formacé&o de biofilme.

Cobrado et al., (2012) avaliaram a atividade antimicrobiana do nitrato de
cério, da quitosana e do hamamelitanino contra cepas microbianas
normalmente envolvidas nas infec¢des da corrente sanguinea relacionadas ao
uso de cateteres. Avaliaram também a sua eficacia em relacdo a formacéo de
biofilme em cateteres de poliuretano. O efeito antimicrobiano foi testado contra
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii
e Candida albicans. A formacéo do biofilme foi avaliada utilizando segmentos
de cateter e a atividade metabdlica foi quantificada por colorimetria com um
ensaio de reducao de tetrazolio. Os resultados mostraram que o nitrato de cério
e a quitosana inibiram o crescimento microbiano de todas as espécies
testadas, no entanto, o hamamelitanino ndo mostrou inibicdo. Quanto a
formacdo de biofilmes em cateteres de poliuretano, o nitrato de cério inibiu
significativamente a atividade metabdlica de C. albicans; a quitosana reduziu a
atividade metabdlica de S. epidermidis e C. albicans, e o hamamelitanino
diminuiu a atividade metabdlica de todas as bactérias testadas, porém né&o
diminuiu da C. albicans. Concluiram que a atividade microbicida do nitrato de
cério e da quitosana foi claramente demonstrada neste estudo, assim como
seu efeito fungistatico em concentragcdes mais baixas. O hamamelitanino
reduziu significativamente a atividade metabdlica do biofiime de todas as
bactérias testadas. Portanto, estes inibidores microbianos podem desempenhar

um papel promissor para diferentes aplicagcdes biomédicas.

Cobrado et al., (2013) determinaram a atividade in vivo das solucdes de
nitrato de cério, quitosana e hamamelitanino, contra patégenos associados a
infeccbes da corrente sanguinea relacionadas com cateter, como
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii
e Candida albicans. Através da implantacdo de segmentos de cateter de

poliuretano em ratos, avaliaram a atividade metabdlica e a reducgéo de biofilme
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nestes segmentos. Os resultados mostraram que o nitrato de cério reduziu
significativamente a formacéo de biofiime de C. albicans e a quitosana diminuiu
significativamente a formacdo de biofilme por S. epidermidis e C. albicans. No
entanto, o hamamelitanino reduziu o biofilme bacteriano, mas n&o obteve

sucesso contra C. albicans.

Silva-Dias et al., 2015 avaliaram a Concentracdo Inibitéria Minima e
Concentracdo Fungicida Minima das solu¢des de nitrato de cério e iodeto de
propideo, realizaram ensaio de cinética flungica, inibicdo e susceptibilidade do
biofilme. In vivo, avaliaram a eficacia do nitrato de cério como um revestimento
para dispositivos médicos (cateter de poliuretano) contra Candida parapsilosis.
Os resultados mostraram que o crescimento de todas as espécies de Candida
foi inibido com a solug&o de nitrato de cério, no entanto, as doses letais (CFM)
foram acima das concentra¢des inibitorias minimas. No ensaio da cinética
fungica, observaram que a solucdo testada foi eficaz apdés 3 horas de
exposi¢cdo, o que resultou na diminuicdo da viabilidade em 90%. Para o teste
de biofilme, observou-se que a solucao foi capaz de reduzir significativamente a
adesdo de todas as espécies de Candida testadas, com excecdo da C.
albicans e C. krusei. Nos resultados in vivo, observaram que 0s segmentos do
cateter de poliuretano embebidos com solucéo de nitrato de cério exibiram um
decréscimo significativo na atividade metabdlica do biofilme de C. parapsilosis.
Através da Microscopia Eletrbnica de Varredura, os autores observaram que a
arquitetura do biofilme tratado com o nitrato de cério apresentava-se diferente
do grupo sem tratamento. Além da diminuicdo da biomassa do biofilme, a
solucéo provocou alteracfes morfologicas: as leveduras eram menores, exibiu
uma superficie irregular, algumas células foram colapsadas e outras células
foram esvaziadas do seu contetdo. Além disso, as leveduras foram rodeadas
por uma pelicula composta de cério, carbono, oxigénio, foésforo e calcio,
conforme determinado por analise de raios-X. Concluiram, portanto, que o
nitrato de cério pode ser utilizado na pratica clinica, visto sua eficacia na
prevencao da formacdo de biofilme, além de ser utilizado como uma terapia
antifangica (SILVA-DIAS et al., 2015).

27



hY

Devido a elevada prevaléncia da estomatite protética associada a
frequente resisténcia microbiana, a ineficacia, alto custo e agressividade ao
organismo de alguns agentes antimicrobianos convencionais, surgiu o
interesse de desenvolver materiais eficientes no combate a infec¢des flngicas.
Desta forma, o presente estudo propde avaliar formas de tratamento
alternativas para infec¢des por Candida na cavidade oral, visto que o nitrato de
cério ndo é toxico, possui acdo antifungica e € um elemento quimico abundante

na natureza.
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3. PROPOSICAO

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antifungica do nitrato de cério [Ce(NO3)3] e as
propriedades fisico-mecénicas de uma resina acrilica termopolimerizada por
energia de micro-ondas incorporada com diferentes solugcbes de nitrato de

cério.
3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a atividade antifungica da solucéo de nitrato de cério sobre cepas
de Candida albicans, através dos ensaios de microdiluicdo e reducédo de

biofilme maduro em placa.

e Avaliar a reducéo da aderéncia de biofilme de Candida albicans em uma
resina acrilica termopolimerizada incorporada por nitrato de cério e uma

resina comercial (controle).

e Avaliar a topografia superficial por microscopia eletronica de varredura
(MEV) de uma resina acrilica termopolimerizada incorporada por nitrato

de cério e uma resina comercial (controle).

e Avaliar a rugosidade superficial (Sa e Sz) de uma resina acrilica
termopolimerizada incorporada por nitrato de cério e uma resina

comercial (controle).

e Avaliar a dureza Vickers de uma resina acrilica termopolimerizada

incorporada por nitrato de cério e uma resina comercial (controle).

e Mensurar éangulo de contato (6) de wuma resina acrilica
termopolimerizada incorporada por nitrato de cério e uma resina

comercial (controle).

e Determinar os parametros de cor (L*, a* e b*) de uma resina acrilica
termopolimerizada incorporada por nitrato de cério e uma resina

comercial (controle) através de espectrofotometria.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais

Os principais materiais utilizados neste estudo e suas respectivas

marcas comerciais, origem e numero de lote estdo descritos no Quadro 1. O

Quadro 2 apresenta os equipamentos utilizados no estudo, suas marcas

comerciais, origem e laboratérios nos quais estéo localizados.

Quadro 1: Descricdo dos principais materiais utilizados no estudo. Marca

comercial, origem e lote.

Imagem Material Marca Lote
Comercial
Adesivo
instantaneo TekBond (Embu
universal das Artes,
Viscosidade Brasil) MA20A153
media
LabSynth
Produtos para
Alcool etilico 95% Laboratério 190998
Ltda (Diadema,
Brasil)
Agar Sabouraud Merck KGaA,
Dextrose — Meio (Darmstadt, VM682938
de cultura Alemanha)
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Caldo Sabouraud Merck KGaA,
Dextrose — Meio (Darmstadt, VM720639
de cultura Alemanha)
Destac Dente
Ceran®9 (Séo Paulo, 01/13
Brasil)
Casa da
Dimetilsuféxido Quimica Ind. e
(DMSO) Com. Ltda 11030282
99,5% de pureza (Diadema,
Brasil)
Chaves
Gesso Comum Mineracao -
(Ceara, Brasil)
SNHITE Isolante para Cellac, 5.5
White (Rio de 0120512
JESs0 Janeiro, Brasil)
poIinM"lz:zziap(;Z: por V(IZI;L(ZUTQM 02769
micro-ondas Brasil) >1323
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Nitrato de cério

hexahidratado Sigma-Aldrich
(Ce(NOs3)s - 6H20) | Brasil Ltda (Sdo | DCBD2448V
(Peso Molecular= Paulo, Brasil)
434,23)
Dilecta,
Nistatina Farmécia
(200.000 Ul/mL) Homeopéatica 172933

(Joado Pessoa,

Brasil)

Pipeta graduada
(100 pL e 1000

ML)

DIGPET
(Curitiba, Brasil)

Nunclon,
Placa de 96 pocos Thomas
com fundo em “U” Scientific NJ
(USA)
Placa de petri KASVI

150x20mm

(Curitiba, Brasil)
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Resina acrilica

o Vipi Wave, Vipi
termopolimerizavel . 0000050618
o ] (Sao Paulo,
rosa médio (po e _ 0000053251
o Brasil)
liquido)
N ) Zetalabor,
Silicone especial
» Zhermack
para laboratorio _ 189975
) (Badia
(massa e ativador) _ )
Polesine, Italia)
Dinamica
2,3,5-trifenil Quimica
cloreto de Contemporénea 81893
tetrazdlio (TCT) LTDA (Séo
Paulo, Brasil)
Dinamica
Quimica
Tween 80 Contemporénea 55055
LTDA (Séo
Paulo, Brasil)
Vaselina solida Carflex (Séo
0971

industrial

Paulo, Brasil)
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Quadro 2: Equipamentos utilizados no estudo. Marca comercial, origem e
laboratdrio nos quais estéo localizados.

Imagem Marca
Equipamento Comercial e Localizagao
origem
Panasonic,
Forno de micro- | Perfect 800W
o LABIO/UFPB
ondas domeéstico (Osaka,
Japao)
_ AX 200,
Balanga analitica
. SHIMADZU LACEC/UFPB
de precisdo .
(Kyoto, Japao)
Camera CANON EOS
fotogréfica digital | R€Pel T3 LABIO/UFPB
(Canon,
Japao)
Glomax Multi
R Detection
Espectrofotdmetro
. System,
(leitor de . LACEC/UFPB
. Madison,
microplacas) . .
Wisconsin,
EUA
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Estufa

Sterilifer

microbiolégica (Diadema, LABIMIC/UFPB
370C Brasil)
BioWash
()] Lavadora STD, Bio Art
» . ) LABIO/UFPB
Ultrassonica (Séo Paulo,
Brasil)
: . o Arapol E,
Lixadeira Politriz
. Arotec (S&o LABIO/UFPB
Universal .
Paulo, Brasil)
LB-100,
. Beltec
Motor elétrico LABIO/UFPB
(Araraquara,
Brasil)
. CCI MP,
Perfildbmetro
o Taylor Hobson
optico sem . LABIO/UFPB
(Leicester,
contato
Inglaterra)
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Prensa hidraulica

PM 2000,
Nova Techno
(Séo Paulo,
Brasil)

LABIO/UFPB

Vibrador para

gesso

Essence
Dental
(Araraquara,
SP, Brasil)

LABIO/UFPB

‘(.Q

= )

Vortex

Mixer, Vision
Scientific Co.,
Ltda (Korea)

LABIMIC/UFPB

] .-
( | 3

L

Microdurémetro

Shimadzu

HMV Micro
Hardness
Test,
Shimadzu
Corporation,

Kyoto, Japéo

Laboratorio de
Materiais
Dentarios/UFPB

Espectrofotémetro

Vita Easy
Shade, Vita
ZahnFabrick,

Alemanha

LABIO/UFPB

36




Agitador
magnético sem
aquecimento (SP-
10003/S
SPLABOR, Séo

Paulo, Brasil)

SPLABOR,
Sao Paulo,

Brasil

LABIO/UFPB

4.2 Métodos

4.2.1 Grupos amostrais

As Tabelas 1, 2 e 3 apresentam 0s numeros de repeticdes e corpos-de-

prova utilizados para cada ensaio realizado.

Tabela 1: Numero de repeticbes utilizadas nos ensaios microbioldgicos.

Grupo Microdiluicdo Biofilme em
placa
Controle de esterilidade n=3 n=>5
Grupo controle (Nistatina) n=3 n=>5
Solugdo DMSO+Cério n=3 n=>5
Solugdo DMSO+Tween+Cério n=3 n=>5
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Tabela 2: Numero de corpos-de-prova utilizados no ensaio de aderéncia
fungica em resina acrilica termopolimerizavel

Grupos Ensaio de aderéncia

fungica

Resina sem modificagéo (Grupo controle) n=10

Resina modificada por DMSO+Cério na n=10
concentragédo de 16xCIM (DC 16xCIM)

Resina modificada por DMSO+Tween+Cério na n=10
concentragédo de 16xCIM (DTC 16xCIM)

Resina modificada por DMSO+Cério na n=10
concentragédo de 32xCIM (DC 32xCIM)

Resina modificada por DMSO+Tween+Cério na n=10

concentragdo de 32xCIM (DTC 32xCIM)

Tabela 3: Numero dos corpos-de-prova utilizados para os ensaios fisico-
mecanicos.

Grupos MEV Rugosidade Dureza Angulo de Parametro
superficial Vickers contato de cor

Resina sem n=1 n=20 n=20 n=20 n=20
modificacao (Grupo
controle)
n=1 n=20 n=20 n =20 n=20
Resina modificada
por DMSO+Cério na
concentracao de
16xCIM (DC 16xCIM)
Resina modificada n=1 n=20 n=20 n=20 n=20
por
DMSO+Tween+Cério
na concentracao de
16xCIM (DTC
16xCIM)
Resina modificada n=1 n=20 n=20 n=20 n=20
por DMSO+Cério na
concentracao de
32xCIM (DC 32xCIM)
Resina modificada n=1 n=20 n=20 n=20 n=20
por
DMSO+Tween+Cério
na concentracao de
32xCIM (DTC
32xCIM)
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4.2.2 Local da pesquisa

Os estudos de investigagdo da atividade antifangica foram
desenvolvidos no Laboratério de Cultivo Celular (LACEC) e no Laboratorio de
Microbiologia (LABIMIC) da Escola Técnica de Saude da Universidade Federal
da Paraiba (UFPB). Os ensaios fisico-morfolégicos e mecéanico foram
desenvolvidos no Laboratério Integrado de Biomateriais (LABIO), Laboratério
de Materiais Dentarios, ambos do Centro de Ciéncias da Saude (CCS), da
Universidade Federal da Paraiba e no Laboratério de Tecnologia de Novos
Materiais (TECNOMAT) do Centro de Tecnologia (CT) da Universidade Federal
da Paraiba.

4.2.3 Ensaio microbiolégico

4.2.3.1 Preparo das solugfes quimicas

Para o preparo das solucbes de cério utilizou-se como precursor o
Nitrato de Cério hexahidratado (Ce(NOs)s - 6H20) (Sigma-Aldrich Brasil Ltda ,
Sao Paulo, Brasil) de peso molecular 434,23, o qual foi dissolvido em dois tipos
de solucdes solventes:

-Dimetilsuféxido (DMSO) a 10%: Através de pipeta graduada,
proporcionou-se 1 mL de DMSO e 9 mL de agua deionizada (obtidas no
LABIMIC), os quais foram misturados em tubo falcon e submetidos a agitacao
no vortex durante 3 minutos.

-Dimetilsuféxido a 5% + Tween 80 a 5%: Através de pipeta graduada,
proporcionou-se 0,50 mL de Tween, 0,50 mL de DMSO e 9 mL de &agua
deionizada (obtidas no LABIMIC), os quais foram misturados em tubo falcon e
submetidos a agitacao no vortex durante 3 minutos.

Em seguida, pesou-se em dois becker de vidro 0,26g de nitrato de cério,
os quais foram adicionados as solucbes solventes previamente preparadas e
submetidos a agitador magnético sem aquecimento (SP-10003/S SPLABOR,

Sao Paulo, Brasil) durante 5 minutos. Conseguiu-se dessa forma uma solucéo-
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mée para os dois tipos de solugdes-solventes com uma concentragao de nitrato
de cério de 26mg/ml ou 26.000 pg/ml.

Como referéncia para a concentracdo inicial estipulada, usou-se uma
solucdo 10 x mais concentrada do que os valores de Concentracdo Inibitéria
Minima contra cepas de Candida albicans ATCC 90028 apontada por
COBRADO et al., 2012, a qual foi de 2,6x10% mg/L ou 2,6 mg/ml (COBRADO et
al., 2012; SILVA-DIAS et al., 2015).

4.2.3.2 Preparo das cepas de Candida albicans

Foram utilizadas cepas de Candida albicans ATCC 90028. Para o
procedimento de preparacdo do indéculo dos fungos, os isolados foram
cultivados em meio Agar Sabouraud Dextrose (ASD). Inicialmente foram
preparadas suspensdes dos micro-organismos em tubos contendo 5 mL de
meio Caldo Sabouraud Dextrose e incubados a 37°C por 48 horas. Decorrido
este tempo, as suspensdes foram ajustadas e padronizadas em
espectrofotbmetro até atingir valor corresponde a um indculo de
aproximadamente 2,5 x 10° unidades formadoras de col6nias/mL (UFC/mL)
(SAHIN et al., 2004; SOUZA et al., 2007)

4.2.3.3 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM foi determinada através da técnica de microdiluicdo segundo a
Clinical and Laboratory Standards Institute guidelines (NCCLS, 2003). Para
isto, utilizou-se placas de microdiluicdo de 96 pocos, com fundo em forma de
“U” Em cada poco da placa, adicionou-se 100 pL do meio Caldo Sabouraud
Dextrose (CSD). Posteriormente, 100 pL das solucbes testes foram
dispensados nas cavidades da primeira coluna da placa, que foram diluidos
seriadamente, a partir da retirada de uma aliquota de 100 uL da cavidade mais
concentrada para a cavidade sucessora, obtendo-se concentracdes de 6500

pg/mL até 3,17 pg/mL, de modo que na primeira coluna da placa encontra-se a

40



maior concentracdo e na Ultima, a menor concentragdo. Por fim, adicionou-se
100 pL do in6culo das espécies de Candida nas cavidades. Um controle de
microrganismo foi realizado colocando-se nas cavidades 100 pL do CSD e 100
pL do inéculo da espécie fungica. Para verificar a auséncia de interferéncia nos
resultados pelos solventes utilizados na preparagdo das solugbes (DSMO e
DMSO+Tween 80), fez-se um controle negativo no qual foram colocados nas
cavidades 100 pL do caldo, 100 pL do DMSO e 100 pL da suspenséo; e 100 pL
do caldo, 100 pL do DMSO+Tween 80 e 100 pL da suspenséo. Adicionou-se
também o controle positivo Nistatina 100.000 Ul (obtida através de farmécia de
manipulagdo Dilecta® - Jo&o Pessoa/PB). As placas foram seladas e
incubadas a 37°C de 24 a 48h. No intervalo de 24 horas adicionou-se o TCT
(2,3,5-trifenil cloreto de tetrazdlio), corante utilizado para melhor visualizar o
crescimento fungico. Definiu-se a CIM para os produtos testados como a menor
concentragdo capaz de inibir visualmente o crescimento fungico verificado nos
orificios, quando comparado com o controle de crescimento. Os ensaios foram
realizados em triplicata (n=3) e o resultado expresso pela média geomeétrica
dos valores de CIM obtidas nos ensaios (SAHIN et al., 2004; SOUZA et al.,

2007). A Figura 1 mostra um esquema final da placa de microdiluicédo.
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Figura 1: Esquema da placa de microdiluicdo. Apos a diluicdo seriada,
a placa contendo as substancias testes e controles apresentou-se da
seguinte forma:

Vermelho: Solucdo DMSO+Cério

Verde: Solugdo DMSO+Cério+Tween

Azul: Controle positivo (nistatina)

Roxo: Controle de crescimento

Amarelo: Controles negativos (DMSO; DMSO+Tween)

Laranja: Controle de esterilidade

C1: 6500 pg/ml; C2: 3250 pg/ml; C3: 1625 pg/ml; C4: 812,5 pg/ml; C5:
406,25 pg/ml; C6: 203,12 pg/ml; C7: 101,56 pg/ml; C8: 50,78 pg/ml; C9:
25,39 pg/ml; C10: 12,70 pg/ml; C11: 6,35 pg/ml; C12: 3,17 pg/ml.
Vs )l'c7)lcs |lco | 10)l cag)lea2)

\ wwdﬁiﬁjvissV%
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4.2.3.4 Determinacao da Concentracao Fungicida Minima (CFM)

Apoés determinacdo da CIM, a concentracao correspondente a inibitoria e
as duas concentracdes imediatamente mais concentradas, bem como o0s
controles positivos e negativos foram subcultivadas em placas de Agar
Sabouraud Dextrose. ApOs 48 horas de incubacdo a 37°C, as leituras das
CFMs foram realizadas com base no crescimento dos controles, sendo
considerada CFM a menor concentracdo da droga que impediu 0 crescimento

visivel do subcultivo.
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4.2.3.5 Efeito das solucdes de Nitrato de Cério na reducdo do biofilme
maduro de C. albicans

Em placas de microdiluicdo de 96 pocos adicionou-se 100 puL do meio
Caldo Sabouraud Dextrose e 100 pL do inéculo com 2,5x10°% UFC, as quais
foram incubadas por 48 horas a 37°C. Apés a formacao do biofilme, o conteddo
dos pocos foi retirado e lavado duas vezes com 250 pL de PBS (Tampéo
fosfato-salino) estéril. Em seguida, inseriu-se na placa com o crescimento do
biofilme, 100 pL das substancias previamente preparadas: solu¢cdes de Nitrato
de Cério diluido em DMSO a 10% e Nitrato de Cério diluido em DMSO a 5% +
Tween 80 a 5%, nas concentragdes CIM, CIMx2, CIMx4, CIMx8 e CIMx16. Os
grupos controles utilizados neste ensaio foram: crescimento de leveduras
(controle de crescimento), nistatina (controle positivo), solucdo de DMSO e
solucdo de DMSO+Tween 80 (controles negativos). As placas foram
novamente incubadas a 37°C por 24 e 48 horas.

Apoés 24 horas de incubacédo (Figura 2), removeu-se o conteudo dos
pocos de uma placa e lavou-se duas vezes com 250 uL de PBS estéril.
Esperou-se secar por 45 minutos a temperatura ambiente, acrescentou-se 200
ML de cristal de violeta 0,4% por 45 minutos (Figura 3), lavou-se com 250 pL
de 4gua destilada quatro vezes e acrescentou-se 200 pL de etanol a 95% para
descolorir durante 45 minutos. Ap0s esse periodo, 100 pL da solucao
descolorida foram transferidos para uma nova placa de fundo chato (Figura 4)
e realizou-se a leitura em espectrofotdmetro a 595nm. Os poc¢os com as
solucbes testes foram comparados com o controle de crescimento.

Realizou-se 0 mesmo procedimento com a segunda placa apos 48 horas

de incubacao.

Os ensaios foram realizados em quintuplicata (n=5) com controles de
esterilidade e de crescimento. A reducdo do biofilme (1%) foi medida
indiretamente considerando a absorbancia do controle de crescimento como
100% de aderéncia fungica, de acordo com a Fdérmula 1 (metodologia
adaptada de (DJORDJEVIC, 2002; GALVAO et al., 2012; SILVA et al., 2011).
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Formula 1: Formula para calcular a porcentagem de inibicdo de

crescimento fangico.

Grupo teste x 100

| (%) = 100 -

Figura 2: Placa contendo as solugdes
testes apos 24 horas de incubacéo.

|

- 990

Controle de crescimento

Figura 3: Adigéo do cristal de violeta
0,4% em todos 0S po¢os.
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Figura 4. Placa com 100 pL da solucéo
descolorida com alcool 95%.
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4.3 Confeccéo dos corpos-de-prova

4.3.1 Confeccdo dos corpos-de-prova de resina acrilica incorporadas com

solucao de nitrato de cério

Para a obtencdo dos corpos-de-prova, utilizou-se uma matriz metalica
cilindrica em aco inoxidavel com as dimensdes de 10 mm de diametro por 5
mm de altura (QUEIROZ, 2013), a qual foi moldada com com silicona de adi¢éo
(Elite, Zhermack, Italia) pela técnica simultanea empregando-se um pedaco de
cano de PVC de 30 mm de diametro como moldeira (Figura 5). No interior do
espaco criado pelo disco na silicona, verteu-se cera numero 9 (Destac Dent,
Sao Paulo, Brasil) derretida. Apés o resfriamento, as réplicas em cera foram
removidas da matriz e incluidas em muflas de fibra de vidro (STG, Vipi, Sao
Paulo, Brasil) (Figura 6) previamente vaselinadas.

Figura 5: Molde de silicona Figura 6: Mufla de fibra de
vidro

Para o preenchimento da base da mufla, empregou-se 150g de gesso
comum (Figura 7) para 75mL de agua, espatulado manualmente durante um
minuto e vazado no interior da mufla sob vibrador odontolégico (Essence
dental, Araraquara, Brasil). Ap6s o preenchimento, uma placa de vidro com 3
mm de espessura foi acomodada sobre o gesso (Figura 8), de forma que
ficasse paralela a borda da base da mufla e aguardou-se o tempo de presa do

gesso (30 minutos).
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Figura 8: placa de vidro
acomodada sobre a mufla.

Figura 7: 150g de gesso comum

4 r

Sobre a placa de vidro, fixou-se os padrdes de cera com o auxilio de um

adesivo instantaneo universal TekBond, (Tekbond, Embu das Artes, Brasil)
(Figura 9) e sobre estes foi acomodada silicone laboratorial (Zetalabor,
Zhermack, Rovigo, Italia), manipulado conforme as instru¢cdes do fabricante)
(Figura 10), pressionando bem para evitar espagos vazios. Apos a presa (5
minutos), o gesso foi isolado (Cel Lac, S.S White, Rio de Janeiro, Brasil) e
acoplou-se a contra-mufla vaselinada. A mufla foi devidamente fechada,
parafusada e preenchida sob vibracdo com gesso comum na propor¢cao de
250g de po6 para 125mL de agua (Figura 11). Aguardou-se o tempo de uma
hora para sua presa total.

Figura 9: Base da mufla preenchida com Figura 10: Conjunto placa de vidro

gesso sobre o qual foi acomodada uma + padrdes de cera recobertos por

placa de vidro. Padrbes de cera fixados silicona laboratorial.
com cola sobre a placa de vidro.




Figura 11: Mufla fechada, parafusada e
preenchida sob vibragdo com gesso comum.

Passado este tempo, a mufla foi aberta e apos a remocéo dos padrdes
de cera, foi lavada com agua morna. Secou-se a placa de vidro e os restos de
cera foram removidos com algod&do embebido em alcool (Figura 12). A mufla e
contra-mufla foram novamente vaselinadas e o gesso isolado.

Figura 12: Mufla aberta e devidamente limpa dos residuos de
cera.
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A resina acrilica ativada termicamente por energia de micro-ondas de

cor rosa médio (Vipi Wave, Vipi, Sdo Paulo, Brasil) foi proporcionada de acordo
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com as instru¢cdes do fabricante (6,5mL do mondémero/ 14g do polimero) e
manipulada em pote de vidro com tampa utilizando-se espéatula plastica
fornecida pelo fabricante. O p6 da resina foi pesado em balanca analitica com
precisdo de 0,00001g, enquanto o liquido foi proporcionado por meio de pipeta
graduada (1/100mL) acoplada a um pipetador. Para o grupo controle foi

utilizado apenas o mondémero.

Para calculo da concentracdo de solucdo de cério a ser incorporada e
tendo em vista as instru¢cdes do fabricante (6,5ml do mondémero/ 14g do
polimero), verificou-se que para cada 1 ml de mondémero, correspondem 2,15 g
do polimero, o equivalente a 1,8 ml, levando-se em conta a densidade do
PMMA (1,19 g/cm?®) (KASINA et al., 2014). Optou-se por incorporar 20% das
solucdes experimentais (0,2 ml) para cada 1 ml de mondémero, o que
corresponde a 1/15 do volume total de resina (1,2 ml de liquido + 1,8 ml de
polimero = 3 ml de volume total de resina). Buscando-se incorporar uma
guantidade de nitrato de cério correspondente pelo menos a CIM e 2xCIM no
volume total de resina, trabalhou-se entdo com a solucdo 16xCIM e 32xCIM, o

correspondente a 26.000 pg/ml e 52.000 pg/ml.

Para os grupos experimentais, (DC 16xCIM, DC 32xCIM, DTC 16xCIM
e DTC 32xCIM) incorporou-se entdo 20% das solugcdes 16xCIM e 32xCIM de
nitrato de cério (dissolvidas em DMSO 10% e DMSO 5% + Tween 5%) (1,3 ml)
a 6,5 ml do monémero. Quando na fase plastica, a resina foi acomodada nos
espacos criados apds a remocéao das réplicas em cera, sobre as quais colocou-

se um filme plastico que acompanha o produto (Figura 13).

Figura 13: Preenchimento dos
espacos da mufla com resina
acrilica.
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A mufla foi fechada e levada para prensa hidraulica (PM 2000, Nova
Techno, S&o Paulo, Brasil), aplicando-se uma carga progressiva e lenta até 0,5
tonelada por 5 minutos, permitindo assim o escoamento dos excessos de
resina. Decorrido este periodo, a mufla foi retirada da prensa e aberta.
Removeu-se o filme plastico e os excessos de resina acrilica foram extraidos
com uma lamina de bisturi. A mufla foi novamente fechada e prensada
gradativamente até a carga de uma tonelada, a qual foi mantida por 20 minutos
(Figura 14). Apo6s esse periodo, apertou-se os parafusos da mufla e esta foi
levada ao forno de micro-ondas (Perfect, Panasonic, Japao) juntamente com
um recipiente de vidro contendo 120mL de &gua (Figura 15). Realizou-se o
ciclo de polimerizacado recomendado pelo fabricante para fornos de 800W, com
20 minutos iniciais na poténcia 2, seguidos de 5 minutos na poténcia 6.

Figura 14: Mufla na prensa Figura 15: Mufla e recipiente com agua no
hidraulica forno micro-ondas.

Apoés o ciclo de polimerizacdo, a mufla foi retirada do micro-ondas e
colocada numa bancada para resfriar lentamente até a temperatura ambiente.
As amostras foram demufladas e os excessos de resina foram removidos com
broca de tungsténio (Maxicut, Labordental, Sdo Paulo, Brasil) montada em
motor elétrico (LB-100, Beltec, Araraquara, Brasil) (Figura 16). Depois
passaram por um processo de acabamento utilizando-se lixas d’agua (3M do
Brasil, Sdo José dos Campos, Sao Paulo, Brasil) de granulacdo crescente
(200, 400, 600 e 1200) e polimento com disco de feltro (ERIOS Equipamentos
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Técnicos e Cientificos LTDA, Sdo Paulo, S&o Paulo, Brasil) embebido em pasta
de alumina (ERIOS Equipamentos Técnicos e Cientificos LTDA, Sao Paulo,
Séo Paulo, Brasil), todos montados em politriz a 200 rpm sob refrigeracéo
(Arapol E, Arotec, Sao Paulo, Brasil) durante 30 segundos para cada
granulacgdo (Figura 17).

Figura 16: Motor elétrico utilizado para  Figura 17: Politriz com
remover 0s excessos de resina acrilica. refrigeracao.

-
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Todos o0s corpos-de-prova passaram por um banho ultrassénico
(BioWash STD, Bio Art, Sdo Paulo, Brasil) com agua destilada durante 15
minutos para remover detritos do polimento, foram secos delicadamente com
papel absorvente (Kimberly-Clarck Brasil, Sdo Paulo, Brasil) e armazenados a

seco individualmente até a realizacao dos ensaios (Figura 18).

Figura 18: Corpo de prova apds acabamento e polimento: (A) grupo controle, (B)
DC 16xCIM, (C) DTC 16xCIM, (D) DC 32xCIM, (E) DTC 32xCIM.
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4.3.2 Ensaio microbiologico de Inibicdo da aderéncia fangica a resina

acrilica termopolimerizével

Candida albicans (ATCC 90028) foi cultivada em 5 mL de Caldo
Sabouraud Dextrose e incubada a 35° C de 24 a 48 horas. Posteriormente, 10
corpos-de-prova de resina acrilica, dos grupos Controle, DC 16xCIM, DTC
16xCIM, DC 32xCIM e DTC 32xCIM foram alocados em placas de 24 pocos e
embalados com grau cirargico para serem esterilizados em 6xido de etileno na
empresa SETE Esterilizacdo (Cabedelo, Paraiba). Em seguida, em cada poco
contendo um corpo-de-prova, adicionou-se 1,9 ml de Caldo Sabouraud
Dextrose e 100 pL da suspensdo flungica (10° UFC/ml), as quais foram
incubadas a 35°C durante 48 horas. Apdés o periodo de incubacdo, 0s
espécimes foram lavados com 1 ml de agua destilada estéril e colocados em
tubos falcons estéreis contendo 5 ml de solugéo salina (0,85% de NaCl). Os
frascos foram agitados num aparelho Vortex durante 60 segundos. Apos este
procedimento 30 pl da solugdo diluida até uma concentracdo 10“ foram
semeados em placas de Petri contendo Agar Sabouraud Dextrose, que foram
incubadas a 35°C durante 48 horas. Em ultima analise, realizou-se a conversao
de UFC/ul para UFC/ml. Os valores de mediana de UFC/ml de cada grupo
foram entdo calculados (TRINDADE et al., 2015).

4.3.3 Caracterizacéo fisico-morfoldgica e ensaio mecanico

4.3.3.1 Analise em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia das resinas acrilicas foi determinada por imagens obtidas
pela Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV). Um corpo de prova de cada
grupo (Controle, DC 16xCIM, DTC 16xCIM, DC 32xCIM, DTC 32xCIM) foi
colocado no suporte de aluminio previamente limpo para ser recoberto por
ouro/paladio através de um pulverizador catédico em alto vacuo (SCD 050, Bal-
tec AG, Liechtenstein). Em seguida, o material foi examinado no Microscopio
Eletrénico de Varredura (Quanta 450, FEI, Hillsboro, USA) operado a 15 kV. As
imagens foram obtidas por elétrons retroespalhados e por elétrons

secundarios, com magnificacdo de 200 e 5000 vezes.
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4.3.3.2 Analise Rugosimétrica (Sa e Sz)

A analise da rugosidade de superficie (Sa e Sz) foi realizada no aparelho
de perfilometria Optica sem contato (CClI MP, Taylor Hobson, Inglaterra)
(Figura 19) conectado a uma unidade computadorizada contendo o software
Talysurf CCI (Taylor Hobson, Inglaterra) para obtencdo dos dados. Utilizou-se
um cutoff de 0,25 mm com uma lente 20x, abertura numérica de 0.4 e
velocidade de escaneamento de x1 no modo xyz. Realizou-se cinco
mensuragdes para cada corpo-de-prova (n=20), sendo uma na area central e
as demais de acordo com a movimentacao da lente 2mm para a direita, para a
esquerda, para baixo e para cima, seguindo o desenho de uma cruz (Figura
20). A rugosidade final dos padrbes Sa e Sz (um) foi obtida através da média

dos cinco pontos de cada corpo-de-prova.

Figura 20: Esquema ilustrativo do
padrdo em cruz utlizado para
selecdo das areas de mensuracéao
da rugosidade.

Figura 19: Aparelho de
perfilometria Optica sem
contato.
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4.3.3.3. Analise da dureza Vickers

Para as leituras de dureza Vickers, os corpos de prova (n=20) foram
submetidos a trés leituras de dureza em um Microdurémetro Shimadzu (HMV
Micro Hardness Test, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao) (Figuras 21 e 22),
do Laboratorio de Materiais Dentarios - UFPB, com carga de 4,1N por 30
segundos (AYAZ et al.,, 2014). Os corpos-de-prova de resina acrilica
permaneceram paralelos @ mesa do microdurébmetro e com estabilidade,
permitindo a marcacao pela ponta Vickers. ApGs a indentacdo, o operador do
equipamento mediu as diagonais criadas pelo diamante no corpo-de-prova e 0
equipamento automaticamente converteu as medias em unidades de dureza
Vickers (kg/mm?) com uma escala de dois décimos de precisdo. Ao final das
trés leituras em cada corpo-de-prova, foi registrada a média delas.

Figura 21: Durémetro HMV Figura 22: Corpo de prova posicionado para
Micro Hardness Test mensuragao da dureza Vickers

4.3.3.4. Analise do angulo de contato

O angulo de contato (0) foi medido através da distribuicdo de uma gota
(10 uL) de agua deionizada por uma pipeta de precisdo (ecopipette 0,5-10pl,
CAPP, Dinamarca) sobre a superficie dos corpos-de-prova (n=20). Fotografias
padronizadas das goticulas foram obtidas através de uma camera digital
(CANON EOS REBEL T3i, lente Vivitar 100mm autofocus Macro, no modo
manual, ISO 100, regulagem de obturador 1/80 e diafragma f22), montada em
tripé, em 10 momentos: imediatamente ao contato da gota com o corpo-de-

prova e fotografias adicionais foram registradas a cada 10 segundos, até um
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total de 90 segundos, resultando em 10 fotos por espécime. Os angulos de
contato (0) foram medidos (Image J, U. S. National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA) a partir das fronteiras esquerda e direita da imagem
ampliada ao ponto de interseccdo entre ar-agua-espécime, sendo realizada
uma média dos dois angulos de cada imagem (Figura 23) (STRAIOTO et al.,
2010a). Os valores das médias do angulo de contato de cada grupo foram
entdo calculados.

Figura 23: Mensuracdo do angulo de contato no software ImageJ.

4.3.3.5 Analise dos parametros de cor

Para avaliar os parametros de cor (sistema colorimétrico CIE L* a* b)
dos corpos de prova, utilizou-se um espectrofotometro portatii de uso
odontologico (Vita Easy Shade, Vita ZahnFabrick, Alemanha) (Figura 24)
(GREGORIUS et al., 2012). Os corpos de prova (n=20) foram colocados sobre
uma superficie branca, a fim de padronizar o local da mensuracédo de cor de
todos os corpos de prova. O espectrofotébmetro foi calibrado de acordo com o
padrao de calibracéo fornecido pelo fabricante (Figura 25) (HONG et al., 2009).
Trés tomadas de cor foram realizadas para cada espécime (Figura 26), sendo
uma média depois feita para cada corpo-de-prova, pelas unidades de CIE L* a*
b*. Este sistema baseia-se em trés parametros para a definicdo de cor: L*, a*,

e b*. O parametro L* representa o brilho (branco-preto), a* representa o
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vermelho-verde, e b* representa o amarelo-azul. Os valores do espaco de cor
L*, a* e b* podem ser positivos ou negativos, sendo maiores valores positivos
mais claro, vermelho e amarelo para as trés escalas, respectivamente, e
maiores valores negativos mais escuro, verde e azul.

As diferencas de cor foram avaliadas usando-se os valores médios de cada
componente (Figura 27).

Figura 24: Espectofotdmetro Vita Easy Figura 25: Calibracdo do
Shade espectofotdmetro

Figura 26: Tomada de cor da resina Figura 27: Sistema colorimétrico CIE
acrilica. L*a*b*
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4.4 Andlise estatistica

Os resultados dos testes de CIM, CFM e MEV foram analisados
descritivamente. Todos os outros resultados foram tabulados em banco de
dados criado no programa SPSS (Statistical Package for Social Sciences)
versdo 19.0 e submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk. Para os dados
relativos ao biofilme em placa, a rugosidade (Sa e Sz), a dureza Vickers, aos
parametros de cor (*L,*a e *b) e ao angulo de contato foi encontrada uma
distribuicdo normal (Shapiro-Wilk=p>0,05); a diferenca entre as médias dos
grupos foi verificada por meio da Andlise de Variancia (ANOVA) para
rugosidade, dureza Vickers, parametros de cor e angulo de contato e Analise
de Variancia de 2 fatores (Two-Way ANOVA) para biofilme em placa, sendo
complementados com o teste Tukey e demonstrados através de tabelas com
média e desvio-padréo. O teste de Levene resultou em p<0,05, demonstrando
gue a igualdade de variancias ndo foi atendida. Dessa forma, adotou-se um
nivel de significancia de 1% para os testes de biofilme em placa, rugosidade,
dureza, angulo de contato e para os parametros a* e b* de cor (a=0,01). Para o
parametro L* da cor, o teste de Levene resultou em p>0,05, demonstrando que
a igualdade de variancias foi atendida, permitindo a ado¢cdo de um nivel de

significancia de 5% (a=0,05).

T

prova foi encontrada uma distribuicdo nao-normal (Shapiro-Wilk=p<0,05);
sendo aplicado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney U com nivel de
significancia de 5% (a=0,05), para identificar as diferengas entre os grupos e os
resultados demonstrados através de tabela com mediana e distancia

interquartil.
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5. Resultados
5.1 Determinagéo da CIM e CFM

A CIM e CFM da solucdo de nitrato de cério contra Candida albicans
(ATCC 90028) foi de 1625 uL/mL, como esta representado nas figuras 28 e
29, respectivamente. A figura 28 mostra o resultado do teste de microdiluicéo
para a determinagédo da CIM, o qual revela que a partir do quarto pogo houve
crescimento fungico, com turvagéo e formacao de botdes no fundo dos pocos,
além da coloracdo avermelhada pelo corante TCT, tanto para a solucao
DMSO+cério (Linhas A, B e C), quanto para a solugcdo DMSO+Tween+cério
(Linhas C, D e E). Para ambas solugbes, a CIM apresentou-se no terceiro
poco, numa concentracao correspondente a 1625 pL/mL. Aliquotas dos pocos
correspondentes a CIM, CIMx2 e CIMx4 foram plagueadas para a
determinacdo da CFM (figura 29), confirmando que n&o houve crescimento

flngico nas trés concentracdes testadas.

Figura 28: Placa da determinacao da CIM da solucéo de nitrato de cério.

Vermelho: Solucdo DMSO+Cério

Verde: Solucdo DMSO+Cério+Tween

Azul: Controle positivo (nistatina)

Roxo: Controle de crescimento

Amarelo: Controles negativos (DMSO; DMSO+Tween)
Laranja: Controle de esterilidade
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Figura 29: Placas da determinacdo da CFM da solucéo de nitrato de
cério na CIM, CIMx2 e CIMx4, para a solucdo DMSO+cério (A) e
solucdo DMSO+Tween+cério (B), mostrando auséncia de
crescimento fangico.

\_\&} .

5.2 Efeito da solucéo de nitrato de cério na reducéo do biofilme maduro

de C. albicans

A Tabela 4 apresenta o efeito das solucdes testes sobre a reducao do
biofilme de C. albicans (%) nos dois intervalos de tempo (24 e 48 horas) e as
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos e entre os intervalos
de tempo. Houve inibicdo do biofilme para todos os grupos e 0s grupos
DMSO+Cério e DMSO+Tween+Cério apresentaram valores de inibicdo
superiores a 87% (24 horas) e 62% (48 horas), com diferencas estatisticamente
significativas em relacdo ao grupo controle (nistatina), que apresentou inibicao
de 51% (24 horas) e 49% (48 horas) em ambos os intervalos de tempo
testados (p<0,01).

58



Tabela 4: Representacdo da reducdo do biofime (%) em funcdo do

intervalo de tempo.

DC - DMSO+Cério; DTC - DMSO+Tween+Cério.

Letras minuUsculas idénticas nas linhas e letras mailsculas idénticas nas
colunas néo diferenciam-se estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,01).

Intervalo de tempo 24 horas 48 horas
Grupos Média (DP) Média
Nistatina 51.30(10.66) D a 49.33 (5.74) E a
DC CIM 87.04 (3.62)B a 92.24 (11.25) AB a
DC 2xCIM 88.60(3.18) AB a 82.30(10.45)BCa
DC 4xCIM 93.66 (4.06) AB a 75.61(7.37)Cb
DC 8xCIM 93.74 (4.14) AB a 81.35(4.47)BCb
DC 16xCIM 74.07 (13.65) Ca 96.70 (10.53) A b
DTC CIM 94.71 (5.14) AB a 89.05(11.09) AB a
DTC 2xCIM 97.10 (5.78) AB a 62.74 (10.78) D b
DTC 4Xcim 98.48 (2.34) AB a 88.01 (6.07) AB a
DTC 8xCIM 100 (1.05) A a 90.56 (8.35) AB a
DTC 16xCIM 95.23 (6.02) AB a

98.05(2.72) Aa
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5.3 Inibicdo da aderéncia fungica aos espécimes de resina acrilica
termopolimerizavel

A Tabela 5 apresenta o efeito da inibicdo da aderéncia fangica a resinas
acrilicas termopolimerizadas no intervalo de tempo de 24 & 48 horas e as
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos. Os menores valores
medianos de aderéncia fangica ocorreram nos grupos DC 16xCIM e DC
32xCIM, com diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo
Controle. A Figura 30 apresenta o resultado do plagueamento de uma amostra
de cada grupo testado.

Tabela 5: Valores da Mediana e Distancia Interquartil (entre parénteses) das
Unidades Formadoras de Colonia (UFC/ml) para os grupos controle, DC
16xCIM, DTC 16xCIM, DC 32xCIM e DTC 32xCIM.

Letras maiusculas idénticas nas colunas nao diferenciam-se estatisticamente
pelo teste de Mann-Whitney U (p<0,05).

GRUPO UFC/mI (mediana £ 1Q)
Controle 1,66x10° (+ 1,33x10°% A
DC 16xCIM 0,83x10° (+ 0,83x10°) B
DTC 16xCIM 1,30x10° (+ 1,40 x10° AB
DC 32xCIM 0,66x10° + (0,66 x10°) B
DTC 32xCIM 0,88 x10° + (1,50 x10° AB
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Figura 30: Plagueamento de uma amostra dos grupos (A) Controle, (B)
DC 16xCIM, (C) DTC 16xCIM, (D) DC 32xCIM, (E) DTC 32xCIM.

5.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Micrografias da MEV permitiram observar, de forma qualitativa, as
superficies das amostras. A Figura 31 mostra que 0s corpos-de-prova
modificados por nitrato de cério apresentaram superficies mais rugosas quando

comparadas com o grupo controle, estando presente depressdes em toda a
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superficie, que pareceram aumentar em quantidade quando a concentracéo
maior das solucdes de cério foi utilizada (grupos DC 32xCIM e DTC 32xCIM).

Figura 31: Imagens da MEV em aumento de 200x das amostras dos grupos
(A) Controle, (B) DC 16xCIM, (C) DTC 16xCIM, (D) DC 32xCIM, (E) DTC
32xCIM.




5.5 Rugosimetria

A Tabela 6 apresenta os valores da Média e Desvio-padrdo das
rugosidades (Sa e Sz) para os grupos controle, DC 16xCIM, DTC 16xCIM, DC
32xCIM e DTC 32xCIM. Para o padrdo de rugosidade Sa, o grupo controle
apresentou o menor valor de rugosidade com diferenca estatisticamente
significante entre os demais grupos (p<0,01). No entanto, os grupos testes néo
apresentaram diferencas entre si. Para o padrdo de rugosidade Sz, o grupo
Controle também apresentou o menor valor com diferenca estatisticamente
significante com os demais grupos. Nas Figuras 32 a 36 pode-se observar a

topografia superficial dos grupos avaliados através de imagens de perfilometria.

Tabela 6: Valores da Média e Desvio-padrdo (entre parénteses) da rugosidade
(Sa e Sz) para os grupos controle, DC 16xCIM, DTC 16xCIM, DC 32xCIM e
DTC 32xCIM.

Letras maiusculas idénticas nas colunas nao diferenciam-se estatisticamente
pelo teste de Tukey (p<0,01).

Sa (um) Sz (um)
Grupos Média (DP) Média (DP)
Controle 0,052 (0,02) A 0,51(0,21) A
DC 16xCIM 0,224 (0,03) B 2,34 (0,29) C
DTC 16xCIM 0,199 (0,06) B 1,92 (0,56) B
DC 32xCIM 0,202 (0,04) B 2,13 (0,35) BC
DTC 32xCIM 0,187 (0,03) B 1,88 (0,25) B

Figura 32: Imagem de perfilometria (objetiva de 20 X) mostrando aspecto da
superficie de espécime do grupo controle
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Figura 33: Imagem de perfilometria (objetiva de 20 X) mostrando aspecto da
superficie de espécime do grupo DC 16xCIM.
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Figura 34: Imagem de perfilometria (objetiva de 20 X) mostrando aspecto da
superficie de espécime do grupo DTC 16xCIM.
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Figura 35: Imagem de perfilometria (objetiva de 20 X) mostrando aspecto da
superficie de espécime do grupo DC 32xCIM.

Figura 36: Imagem de perfilometria (objetiva de 20 X) mostrando aspecto da
superficie de espécime do grupo DTC 32xCIM.

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 mm

65

pm

0.0

pm

0.0



5.6 Dureza

A Tabela 7 apresenta os valores da Média e Desvio-padréo da dureza
Vickers (kg/mm?) para os grupos Controle, DC 16xCIM, DTC 16xCIM, DC
32xCIM e DTC 32xCIM. O maior valor de dureza foi encontrado no grupo
Controle e esses valores decresceram nos grupos experimentais com diferenga
estatisticamente significante. O DC 16xCIM apresentou valores de dureza

intermediaria, diferindo tanto do grupo controle quanto dos demais grupos.

Tabela 7: Valores da Média e Desvio-padrao (entre parénteses) da dureza
Vickers (kg/mm?) para os grupos controle, DC 16xCIM, DTC 16xCIM, DC
32xCIM e DTC 32xCIM.

Letras maiusculas idénticas nas colunas nao diferenciam-se estatisticamente
pelo teste de Tukey (p<0,01).

Grupos Média (DP)

Controle 19,91 (0,44) A
DC 16xCIM 18,72 (2,05) B
DTC 16xCIM 16,77 (0,89) C
DC 32xCIM 16,30 (0,53) C
DTC 32xCIM 16,12 (0,53) C

5.7 Anélise do angulo de contato

O grupo DC 16xCIM apresentou o maior angulo de contato, sem
diferenca estatisticamente significante do Controle e do DTC 16xCIM, o qual
nao diferiu do DTC 32xCIM. O grupo DC 32xCIM apresentou o menor angulo

de contato (Tabela 8).
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Tabela 8: Valores da Média e Desvio-padrdo (entre parénteses) do angulo de

contato (°) para os grupos Controle, DC 16xCIM, DTC 16xCIM, DC 32xCIM e DTC
32xCIM.

Letras mailsculas idénticas nas colunas nao diferenciam-se estatisticamente pelo
teste de Tukey (p<0,01).

Grupos Média (DP)

Controle 77,16 (5,61) A
DC 16xCIM 80,49 (4,14) A
DTC 16xCIM 74,08 (6,77) AB
DC 32xCIM 59,42 (13,01) C
DTC 32xCIM

66,13 (13,35) BC

5.8 Anélise dos parametros de cor

O grupo controle apresentou o menor valor em todos os parametros L*,
a* e b*, com diferenca estatisticamente significante em relacdo aos demais
grupos. Para o parametro L* o maior valor encontrado foi do grupo DC
32xCIM; para os parametros a* e b* os maiores valores foram do grupo DTC
32xCIM (Tabela 9).

Tabela 9: Valores da Média e Desvio-padrao (entre parénteses) dos parametros L*,
a* e b* para os grupos Controle, DC 16xCIM, DTC 16xCIM, DC 32xCIM e DTC
32xCIM.

Letras maiusculas idénticas nas colunas ndo diferenciam-se estatisticamente pelo
teste de Tukey (p<0,01).

L* a* b*
Grupos Média (DP) Média (DP) Média (DP)
Controle 56,29 (0,78) A 28,10 (1,27) A 28,16 (1,03) A
DC 16xCIM 63,22 (1,34) B 29,88 (0,85) B 32,05(0,92) B
DTC 16xCIM 65,08 (1,06) C 32,15(1,34) C 34,22 (1,10) C
DC 32xCIM 67,18 (1,68) D 33,55(1,78) D 35,88 (2,13) D
DTC 32xCIM 65,22 (1,53) C 34,05 (1,15) D 36,57 (1,14) D
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6. DISCUSSAO

O poli(metil metacrilato) €& amplamente utilizado na Odontologia
especialmente para confeccdo de proteses dentarias removiveis, visto que
apresenta diversas vantagens como biocompatibilidade, peso leve, capacidade
de reproduzir forma, tamanho e cor dos tecidos orais, facilidade de
manipulacdo, baixo custo e propriedades quimicas e mecanicas aceitaveis
(DHIR et al., 2007; GOIATO et al., 2016; HONG et al., 2009). No entanto, é
constante a formacdo de poros e trincas neste material, o que favorece a
adesédo de micro-organismos. Este fato tem levado a incorporacdo de materiais
ao PMMA na tentativa de melhorar as suas caracteristicas quimicas,
mecanicas e biolégicas (KARAAGACLIOGLU et al., 2008; LI et al., 2016; NAM;
LEE; LEE, 2012; NAM, 2014).

Embora a incorporacédo de materiais ao PMMA ja venha sendo realizada
ha alguns anos (EL-AASSAR et al., 2013; KONG; JANG, 2008; LI et al., 2016;
NAM, 2014; SODAGAR et al., 2013), nenhum trabalho relatou a incorporacao
do nitrato de cério. Desta forma, a comparacao dos presentes resultados com
outros estudos tornou-se bastante dificil, sendo necesséario compara-los a

outros materiais.

A solucdo de nitrato de cério foi utilizada nesse estudo devido sua
atividade antimicrobiana contra bactérias e fungos ter sido relatada na literatura
(COBRADO et al., 2012, 2013; SILVA-DIAS et al., 2015). Silva-Dias et al.,
(2015) observaram a eficacia do nitrato de cério contra diversas espécies de
Candida, inclusive contra a mesma cepa de C. albicans (ATCC 90028)
utilizadas neste estudo, o que corrobora com os resultados encontrados.
Quanto a atividade contra biofilmes de C. albicans pré-formados, o nitrato de
cério também apresentou-se eficaz, visto que causou reducédo do biofilme entre
63% a 92% da biomassa total. No presente estudo, encontrou-se resultados
semelhantes, visto que houve reducdo do biofilme de 74% a 93% para o grupo
DMSO+Cério e de 94% a 100% para do grupo DMSO+Tween+Cério, ambos
no periodo de 24 horas. No periodo de 48 horas houve reducdo de 75% a 96%
para o0 grupo DMSO+Cério e de 62% a 98% para 0 grupo
DMSO+Tween+Cério.
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De acordo com Cobrado et al., (2012), o nitrato de cério inibiu o
crescimento microbiano e reduziu a formacédo de biofilmes de C. albicans
(ATCC 90028) e de cepas clinicas de C. albicans. As concentracdes mais
baixas de nitrato de cério utilizadas no estudo foram eficazes contra o biofilme
de C. albicans. A concentracdo inibitéria minima contra cepas de Candida
albicans ATCC 90028 apontada pelos autores foi de 2,6 mg/ml, bem superior
aos valores encontrados no presente estudo (COBRADO et al.,, 2012). No
entanto, a concentracdo da CIM foi menor que a da CFM (que possui efeito
letal), diferente do presente estudo, em que as concentracdes da CIM e CFM
foram iguais, equivalentes a 1625 pg/mL. Esses dados podem ser bastante
Uteis em aplicagBes clinicas, pois a toxicidade dos lantanideos € rara e

possuem efeitos antimicrobianos bons.

As propriedades da superficie das resinas acrilicas sdo dependentes da
hidrofobicidade, da energia livre de superficie e da rugosidade. Alguns autores
relatam que a adesdo de micro-organismos € mais propicia em superficies
mais rugosas (AL-BAKRI et al., 2014; MAYAHARA et al., 2014). Portanto, a
rugosidade superficial € um dos fatores que esta diretamente relacionado a
formacéo de biofilmes nas préteses e consequente doencas na cavidade oral

(MAYAHARA et al., 2014; PARANHOS et al., 2007).

Antes da analise rugosimétrica e dos demais testes de caracterizacao de
superficie, todos os corpos-de-prova passaram pelo processo de acabamento e
polimento, realizado para aplaina-los e remover possiveis falhas. Apesar de
todas as amostras terem sido submetidas aos mesmos procedimentos, com o
cuidado de se utlizar as lixas por intervalos de tempos iguais, mesma
sequéncia de granulagdo das lixas d’agua e mesmo operador, ha provaveis
situacbes que podem alterar a rugosidade da resina acrilica, tais como a
variacdo da pressao aplicada sobre o espécime durante o acabamento e o
proprio desgaste das lixas d’agua de acordo com o uso. Portanto, é possivel
gue dentro de um mesmo grupo e entre 0s grupos, ocorram diferencas nas

rugosidades superficiais dos corpos-de-prova.

Através da Microscopia Eletrénica de Varredura, foi possivel observar de
forma qualitativa que o grupo controle apresentou superficie menos rugosa

quando comparada aos grupos testes. Houve também, um aparente aumento
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da quantidade de poros e depressdes conforme a concentracdo de cério
aumentou, estando os grupos DC e DTC 32xCIM caracterizados por uma maior
presenca de defeitos de superficie. Entretanto, ndo foi possivel avaliar se as
depressdes apresentadas pelos grupos experimentais foram o resultado de
interacdes quimicas entre os materiais (polimetilmetacrilato e nitrato de cério),
possivel acdo dos solventes utilizados, do aquecimento e evaporacdo das
solucdes durante o processo de polimerizagcdo ou mesmo influenciada pelo
processo de acabamento e polimento. Técnicas adicionais de caracterizacdo
guimica devem ser realizadas em estudos futuros para procurar estabelecer e
aprimorar a compatibilizacao entre as solucdes de nitrato de cério e 0 PMMA.
As imagens corroboram os resultados de rugosidade apresentados através da
perfilometria Optica, em que houve diferenca estatisticamente significante dos

parametros Sa e Sz do grupo controle com todos os demais grupos.

Para avaliar a rugosidade das amostras do presente estudo, utilizou-se
um perfildmetro 6ptico sem contato, equipamento que pode ser utilizado em
diversos materiais, inclusive em superficies macias e vulneraveis, visto que néo
contatam e nao danificam o material, além de serem, geralmente, mais rapidos
e apresentarem melhor resolugcdo quando comparados aos instrumentos de
contato mecéanico (WENNERBERG; ALBREKTSSON; WENNERBERG A,
2000).

Além disso, optou-se por trabalhar com mensuracdes tridimensionais
dos valores da rugosidade (Sa e Sz), os quais demonstram mais fielmente as
caracteristicas de uma superficie. O padrdo de rugosidade Sa, representa a
média aritmética dos valores absolutos dos desvios de superficie dentro da
area de amostragem. Ja o padréo Sz, representa o valor médio das alturas do
pico mais elevado e do vale mais profundo dentro da area de amostragem.
Este parametro € sensivel as mudancas nas caracteristicas topogréficas
acentuadas (QUEIROZ et al., 2013).

Quirynen, Bollen (1995), afirmaram que uma superficie rugosa pode
provocar até trés vezes mais adesdo microbiana quando comparada com uma
superficie lisa e polida. Através de seus estudos, afirmaram também que o
limite aceitavel de rugosidade (Ra) é de 0,2 ym, sendo este um valor que

proporciona um acumulo insignificante de biofilme. Embora tenha sido utilizado
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nesse estudo um parametro tridimensional (Sa), para o qual ndo existem
valores de referéncia na literatura, pode-se considerar que o grupo Controle
apresentou valores de rugosidade (Sa) bem inferiores ao limite aceitavel (0,052
pm), enquanto os demais grupos experimentais apresentaram ou valores de
rugosidade ligeiramente inferiores (DTC 32xCIM=0,187 um;), iguais (DTC
16xCIM=0,199 uym; DC 32xCIM=0,202 um) ou ligeiramente superiores (DC
16xCIM=0,224 pm;) ao considerado aceitavel. Valores de referéncia do
parametro Sz também ndo foram encontrados na literatura, entretanto, os
valores da rugosidade concordaram com aqueles encontrados no parametro
Sa, com maiores valores no grupo DC 16xCIM (2,34 ym) e menores valores no

grupo Controle (0,51 um).

Pesquisas mostraram que a aderéncia de C. albicans a superficie das
préteses também pode estar relacionada a rugosidade superficial (BERTOLINI
et al., 2013; MAYAHARA et al., 2014; PARANHOS et al., 2007). All-Dwairi et al.
(2012) observaram que as resinas acrilicas expostas a solu¢des de nistatina e
fluconazol demonstraram um aumento na rugosidade superficial destes
materiais. Além disso, foi observado um aumento significativo na adesao de
Candida nos grupos expostos a nistatina e ao fluconazol. Sugeriram, portanto,
gue a interacdo destes agentes com as resinas acrilicas resulta em danos na
superficie e pode, eventualmente, favorecer a colonizacdo por micro-
organismos. Mayahara et al., (2014) observou que a adeséo de C. albicans em
superficies asperas foi de 2,2 vezes maior do que em superficies lisas, 0 que
acontece devido a penetracdo das estruturas fangicas nos microporos das
resinas. No entanto, os dados do presente estudo diferem do exposto por
Mayahara et al., (2014) e All-Dwairi et al. (2012), tendo em vista que os valores
de inibicdo de aderéncia de biofilme foram maiores em grupos com maiores
rugosidades, como o DC 16xCIM e DC 32xCIM. Esses dados sugerem que
outras propriedades estdo diretamente relacionadas com a aderéncia de
microorganismos a superficies, tais como a hidroficilicidade e hidrofobicidade

da superficie.

A molhabilidade é uma propriedade inversamente proporcional ao
angulo de contato; a medida que o angulo de contato aumenta, a molhabilidade

diminui e mais hidrofébico torna-se o material. Alguns pesquisadores relatam
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forte correlagdo entre a capacidade hidrofébica dos materiais com o grau de
colonizacdo de micro-organismos na superficie do PMMA (AL-BAKRI et al.,
2014; FREIRES et al., 2014; WADY et al., 2012), enquanto outros apontaram
gue nao existe uma relacao direta entre as duas propriedades (DE FOGGI et
al., 2014). Ao investigar a capacidade de adesao de Candida albicans a uma
resina modificada com &cido metacrilico, Park, Periathamby, Loza (2003)
observaram que o angulo de contato da superficie diminuiu significativamente a
medida que a propor¢do de acido metacrilico aumentou, tornando a resina
acrilica mais hidrofilica. Consequentemente, houve maior reducédo da adesao

de Candida albicans.

E possivel observar que as diversas estruturas que revestem ou S&o
incorporadas a materiais utilizados em proteses podem alterar de diferentes
maneiras a hidrofobicidade destes. Azuma et al., (2012) verificaram que o
revestimento de silica em materiais de base de protese provocou uma
diminuic&o significativa do angulo de contato, tornando-os mais hidrofilicos, o
gue pode ser um método eficaz para inibir a adesao inicial de C. albicans.
Corroborando com esses resultados, encontrou-se que o grupo DC 32xCIM, o
gual apresentou o menor valor do angulo de contato, provocou maior inibicao
da adesédo de C. albicans. Freires et al. (2014) afirmam que fatores abioticos
como a hidrofobicidade superficial € um dos fatores que influenciam nos
estagios iniciais de aderéncia de biofilme. Assim, a inibicdo da aderéncia de
Candida spp pode apresentar-se como um fator importante para interromper 0s

estagios iniciais de formacéao de biofilme.

Desta forma, pode-se sugerir que a hidrofilicidade do material pareceu
estar mais relacionada com a inibicdo da adesdo de biofiimes do que a
rugosidade superficial destes, visto que o grupo que apresentou menor adesao
de biofilme possui 0 menor angulo de contato, porém, foi o0 segundo grupo com
maior rugosidade. Salienta-se também que o fator do nitrato de cério ser um
potente inibidor de biofilme de Candida spp. pode ter agido de forma sinérgica,
ou até mesmo, ter sido o responsavel pela reducdo da aderéncia do biofilme.
N&o se descarta também a possibilidade das solu¢cdes de DMSO e Tween, que
sdo emulsificantes, e o préprio cério, agirem aumentando a molhabilidade do

material. Como nao se encontrou outros trabalhos que tenham feito a
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incorporacao do nitrato de cério ao PMMA, fica dificil estabelecer comparagoes.
Entretanto, é interessante notar que, na associagcdo em questdo, a logica de
gue uma superficie mais rugosa serd sempre mais passivel de colonizagdo

microbiana parece ter sido, pelo menos, questionada.

Os resultados concordam parcialmente com os obtidos por Foggi et al.,
(2014) que também ndo encontraram uma relacdo direta entre rugosidade
superficial de uma resina acrilica com a colonizacdo de C. albicans na
superficie do material, porém afirmaram que nado existiria uma relacdo entre

hidrofobicidade e colonizag&o de C. albicans na superficie do material.

Salienta-se que os autores em questdo trabalharam com resina acrilica
da mesma marca comercial da utilizada no presente trabalho, encontrando
valores de angulo de contato muito proximos entre a rugosidade simulada de
0,05 pm (74,55°) e o grupo controle do estudo presente, com rugosidade
também de 0,05 pym (77,16°). Entretanto, para os grupos com rugosidade de
0,2 ym, os autores encontraram valores crescentes de angulo de contato
(78,829, enquanto que no presente estudo, 0S grupos experimentais, que
apresentaram rugosidades Sa proximas de 0,2 uym, tiveram, especialmente nos
grupos DC 32xCIM e DTC 32xCIM, angulos de contato significativamente
menores (59,42° e 66,13°, significativamente), o que parece reforcar ainda mais
gue as solucbes testadas e 0 aumento da concentracdo do nitrato de cério
influenciaram significativamente na molhabilidade do material, a despeito do

aumento de rugosidade.

Em relacdo a dureza, esta € uma propriedade importante das resinas
acrilicas, pois permite sua utilizacdo na fabricacao de proteses dentarias e esta
diretamente relacionada a resisténcia a forcas oclusais, aos desgastes
provocados pela limpeza mecéanica e maior longevidade das proteses (AYAZ et
al., 2014; STRAIOTO et al., 2010a, 2010b).

Durante o ciclo de polimerizacdo das resinas acrilicas em micro-ondas,
ocorre evaporacdo de uma parte do monbmero devido as elevadas
temperaturas as quais sao submetidas e a reacdo exotérmica, processo este
gue provoca a formacdo de poros no interior do material (YANNIKAKIS et al.,
2002). Para a confeccdo das resinas acrilicas dos grupos testes do presente
estudo, solugdes contendo agua, nitrato de cério, DMSO e Tween foram
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adicionadas em 20% do mondémero, modificando a composi¢cdo original do
material e provocando, provavelmente, maior evaporacao das solu¢gdes durante
o0 ciclo de polimerizacdo e, consequentemente, mais porosidades. Estas
porosidades provocam alteragdes nas propriedades do material, deixando-as
mais rugosas e susceptiveis ao desgaste. Dependendo das condi¢cbes de
polimerizacdo, porosidades tém sido associadas com diminuicdo das
propriedades mecanicas, da estética, pode apresentar-se como potencial
reservatério de micro-organismos e retencao de fluidos (SINGH et al., 2013).
Os resultados do presente estudo mostraram que houve uma reducéo
significativa da dureza Vickers dos grupos testes em relagéo ao grupo controle,
sendo a menor dureza referente ao grupo DTC 32xCIM. Essas diferencas em
relacdo ao controle podem ser justificadas devido a incorporacdo das novas

substancias.

E importante ressaltar que, diferentemente da rugosidade e outras
propriedades, do ponto de vista clinico, n&o existem parametros de dureza que
sejam preconizados na literatura. Sendo assim, ndo é possivel estimar qual

seria 0 impacto dessa alteracdo do ponto de vista clinico.

Outra caracteristica importante dos materiais protéticos sédo as
caracteristicas opticas, reproduzidas nos parametros de cor, pois mudancgas na
coloracdo dos materiais podem reduzir as sua aplicacéo, tendo em vista que
podem comprometer o0s resultados estéticos dos tratamentos a serem
realizados. Um sistema bastante utilizado para avaliar diferengcas cromaticas na
Odontologia € o sistema de cores da Commission International de I'Eclairage
(CIE L*a*b*), recomendada pela American Dental Association (ADA). Este
sistema afirma que as cores da natureza sao obtidas a partir da mistura de trés
cores basicas: vermelho, azul e verde (HONG et al., 2009). Os espacos de
cores do sistema CIE L* a* b* podem especificar as cores em trés escalas,
sendo o L* para representar a luminosidade (branco/preto), a* para a
coordenada vermelho/verde, b* para a coordenada amarelo/azul (KOHLI;
BHATIA, 2015; REN et al., 2015; WALDEMARIN et al., 2014). Os valores do
espaco de cor L* a* b* podem ser positivos ou negativos, sendo 0s maiores
valores positivos mais claro, vermelho e amarelo para as trés escalas,

respectivamente, e maiores valores negativos mais escuro, verde e azul.
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Observou-se nos resultados do presente estudo que o grupo controle
apresentou diferencgas estatisticamente significantes de todos os outros grupos,
com 0s menores valores nas escalas L*, a* e b*. Esta alteracdo de cor também
foi visualmente perceptivel (Figura 18), o que pode afetar a estética das
préteses dentérias, tendo em vista que a incorporacdo do nitrato de cério
resultou em uma resina mais clara, com espacos de cores mais vermelho e
amarelo. No entanto, este fator pode ser minimizado através da adicdo de
maior quantidade de pigmentos as resinas acrilicas. Os pigmentos sédo
adicionados no polimero a fim de obter diferentes tonalidades e
caracterizacdes para as proteses, dentre 0os quais, pode-se citar o sulfureto
mercurico, sulfeto de cadmio, seleneto de cadmio e éxido férrico. Portanto,
seria possivel contornar esse efeito indesejavel com a adicdo de uma maior
guantidade de pigmentos, buscando-se equalizar a cor com o material néo
incorporado (BOHRA et al., 2015). Dessa forma, pode-se manter as

caracteristicas adequadas para uso clinico do material.

Levando em consideragcdo as propriedades avaliadas, pode-se sugerir
gue o grupo da resina acrilica incorporada por DMSO+Cério na concentracao
de 16xCIM seja 0 mais promissor para a utilizacao clinica, visto que apresentou
o melhor resultado na inibicdo do biofiime e no angulo de contato, quando
comparado ao controle. Além disso, ndo apresentou diferenca estatisticamente
significante dos demais grupos testes no ensaio de rugosidade (Sa). Quanto as
alteracdes nos parametros de cor, alternativas podem ser utilizadas para

aperfeicoar esta propriedade, como ja discutidas anteriormente.

Apesar dos resultados satisfatorios da presente pesquisa, ressaltamos
gue esta possui algumas limitacdes, visto que € uma pesquisa laboratorial ndo
explorada anteriormente e necessita de validacdo do uso clinico na
Odontologia para melhor comprovacéo dos resultados. Dificuldades de acesso
a laboratérios e equipamentos também foram enfrentadas durante o seu
desenvolvimento, o que resultou em menos informacdes a respeito das resinas

acrilicas modificadas por nitrato de cério.

Desta forma, ha a necessidade de novos estudos avaliando a
incorporacao de nitrato de cério em resinas acrilicas termopolimerizaveis para

averiguar sua biocompatibilidade, compatibilidade quimica, estudar as
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alteracfes da estrutura do PMMA e outras propriedades como a resisténcia a
flexdo, ao desgaste, e ao impacto; tendo em vista que foram obtidos resultados
promissores em relagdo a inibicdo da aderéncia de biofilmes de C. albicans.
Dessa forma, busca-se um possivel material para futura utilizacédo clinica no

tratamento das infecgdes orais por Candida spp.

76



7. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados apresentados, foi possivel verificar que as
solucBes avaliadas apresentaram atividade antifiingica contra Candida albicans
tanto na forma planctonica quanto em biofilme, assim como houve reducdo da
aderéncia de biofilme a resina acrilica modificada por nitrato de cério nos
grupos DC 16xCIM e DC 32xCIM. No entanto, estas resinas experimentais
apresentaram alteragcbes em todas as propriedades avaliadas, com maiores
valores de rugosidade e parametros *L a* e b* de cor, e menores valores de

dureza e angulo de contato.
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