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RESUMO 

 

Introdução: Inúmeras pesquisas vêm sendo desenvolvidas a fim de melhorar, 
através da incorporação de biomateriais, características mecânicas, físicas, 
antimicrobianas e da biocompatibilidade das resinas acrílicas de poli (metil 
metacrilato) (PMMA) utilizadas para base de prótese. O nitrato de cério tem 
aplicação no tratamento de queimaduras e apresenta efeito antimicrobiano, 
inclusive contra C. albicans. Uma nova estratégia terapêutica para a 
estomatite protética, baseada na incorporação de um biomaterial é relevante 
para prática clínica. Neste contexto, a atividade imunomoduladora do nitrato 
de cério incorporado às resinas ainda não foi investigada. Objetivo: avaliar, in 
vitro, a citotoxicidade e imunomodulação do nitrato de cério incorporado em 
resinas acrílicas termopolimerizáveis sobre leucócitos isolados do sangue 
humano. Metodologia: A citotoxicidade foi avaliada utilizando o alamarBlue® 

sobre PBMC humanos isolados do sangue através do protocolo Ficoll Paque. 
Os dados foram analisados através do teste de Kruskal Wallis com o post hoc 
de Tukey (α=0,05).  Resultados: A viabilidade do PBMC na presença da 
solução do nitrato de cério mostrou-se ser dependente da dose (3250 μL/ml - 
98,55% e 6500 μL/ml – 16,61%). Na presença dos corpos de prova não foi 
observado redução a viabilidade celular das PBMC nas concentrações 
incorporadas estudadas comparadas com o grupo controle. Conclusão: A 
solução isolada do nitrato de cério não apresentou citotoxicidade frente as 
células PBMC até a concentração 3250 μg/mL. Quando incorporada na resina 
acrílica termopolimerizável, não apresentou citotoxicidade frente as células 
PBMC isoladas do sangue humano nas duas concentrações estudadas 
(16xCIM e 32xCIM).  

 
 
Descritores: cério, polimetil metacrilato, imunomodulação. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Introduction: Numerous researches have been developed in order to improve the 
mechanical, physical, antimicrobial and biocompatibility characteristics of acrylic poly 
(methyl methacrylate) (PMMA) resins used for prosthesis based on the incorporation 
of biomaterials. Cerium nitrate has application in the treatment of burns and has an 
antimicrobial effect, even against C. albicans. A new therapeutic strategy for 
prosthetic stomatitis, based on the incorporation of a biomaterial is relevant for 
clinical practice. In this context, the immunomodulatory activity of cerium nitrate 
incorporated into the resins has not been investigated yet. Aim: to evaluate, in vitro, 

the biocompatibility and immunomodulation of cerium nitrate incorporated in 
thermopolymerizable acrylic resins on leukocytes isolated from human blood. 
Method: Cytotoxicity was assessed using alamarBlue® on human PBMC isolated 
from the blood through the Ficoll Paque protocol. The data were tabulated through 
the Kruskal Wallis test with Tukey post hoc. Results: The viability of PBMC in the 
presence of cerium nitrate solution was shown to be dose-dependent (3250 μL / ml - 
98.55% and 6500 μL / ml - 16.61%). In the presence of the test specimens, the 
cellular viability of PBMC was not observed at the incorporated concentrations 
studied compared to the control group. Conclusion: The isolated solution of cerium 
nitrate did not show cytotoxicity against PBMC cells up to 3250 μg / mL. When 
incorporated in thermopolymerizable acrylic resin, it did not present cytotoxicity to 
PBMC isolated from human blood at the two concentrations studied (16xCIM and 
32xCIM).  

 

Keywords: cerium, polymethyl methacrylate, immunomodulation. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A estomatite protética (EP) é uma desordem muito comum que afeta 

portadores de prótese bucal, caracterizando-se como um processo inflamatório 

nas áreas mucosas que são cobertas pela prótese apresentando, geralmente, 

eritemas (1,2). Essa condição inflamatória é uma das mais frequentes que 

acometem a cavidade oral, pois com o aumento da expectativa de vida e 

envelhecimento da população, a prevalência de edentulismo parcial e total 

aumenta, e, consequentemente, existirá um maior número de usuários de 

próteses dentárias (3–7).  

Nos usuários de próteses, a EP é uma das doenças mais comumente 

encontradas, afetando entre 15 a 70% dos indivíduos acima de 65 anos, 

especialmente aqueles usuários de próteses totais (1,2,8,9). Embora seja 

reconhecidamente de etiologia multifatorial, envolvendo fatores locais e 

sistêmicos, a etiologia da EP é fortemente associada à presença de fungos do 

gênero Candida spp., presentes na superfície da prótese e/ou mucosa. (6,10).  

Os fungos do gênero Candida spp, especialmente Candida albicans. são 

comensais frequentemente encontrados na cavidade bucal de indivíduos 

saudáveis, usuários ou não de próteses dentárias removíveis. Entretanto, 

podem alterar sua relação de comensais para patogênicos, alterando sua 

morfologia de levedura para hifa, além da expressão de diversos fatores de 

virulência, como a secreção de enzimas como proteases e fosfolipases, o que 

amplia sua capacidade de adesão e penetração no tecido.(2,6)  

Os fatores que podem mediar essa alteração de virulência podem estar 

relacionados a fatores sistêmicos do hospedeiro, tais como resposta imune 

deprimida. Idade, deficiências vitamínicas, diabetes, uso de medicação 

imunossupressora, xerostomia, fumo e uso prolongado de antibióticos, os quais 

podem favorecer a proliferação dos fungos. Fatores locais importantes são os 

fatores relacionados com as próteses, como trauma, má higiene, uso noturno 

ou falta de retenção e estabilidade, além da presença de rugosidades e 

porosidades na superfície e interior das próteses dentárias à base de resina 

acrílica. (2,6,9,11). 
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A resina acrílica de poli (metil metacrilato) (PMMA) é o material de 

primeira escolha para a confecção das próteses totais, parciais removíveis, 

próteses totais sobre implantes e diversos tipos de aparelhos ortodônticos 

removíveis, por ser de fácil manipulação, baixo custo, reproduzir a forma, 

tamanho e cor dos tecidos bucais, além de ser biocompatível e possuir 

propriedades químicas e mecânicas adequadas (12,13). 

O método de polimerização, a temperatura e o ciclo de polimerização 

são  características decisivas na citotoxicidade das resinas acrílicas. Isto é 

determinado pela quantidade de monômeros residuais liberados no processo 

de polimerização tanto de resinas acrílicas autopolimerizáveis quanto nas 

termopolimerizáveis, onde as primeiras liberam maior quantidade de 

monômeros residuais que as segundas, sendo assim mais citotóxicas (12). 

Entretanto, mesmo as resinas acrílicas de PMMA ativadas por calor possuem 

monômeros residuais capazes de induzir citotoxicidade como foi observado nos 

estudos de Jorge et al. (14) e Ebrahimi Saravi, Vojdani, Bahrani (15). 

Alguns fatores podem interferir na quantidade desses monômeros 

residuais, tais como: a razão polímero/monômero, ou seja, quanto maior a 

quantidade de monômero adicionado à mistura, maior a quantidade de 

monômero residual, por isso deve-se seguir à risca as proporções 

recomendadas pelo fabricante; e o tempo de armazenamento imerso em água, 

outra característica que diminui a quantidade de monômero residual (14). 

Segundo Rashid, Sheikh, Vohra (16) as resinas polimerizadas por calor 

promovem um nível menor de liberação de monômero residual quando 

comparadas as resinas autopolimerizáveis. Todos esses fatores justificam a 

utilização das resinas termopolimerizáveis em microondas neste estudo. 

 Embora reações alérgicas e irritação mecânica tenham sido propostas 

como possíveis causas da estomatite protética, a cavidade oral é um ambiente 

favorável à proliferação de microrganismos já existentes e é frequente a 

infecção oportunista por Candida spp. nesse tipo de lesão oral (8). 

A susceptibilidade à colonização microbiana no ambiente oral nas bases 

de prótese de PMMA é uma constante, pois, a ausência de carga iônica do 

PMMA impede a adsorção de moléculas salivares de defesa na superfície da 

prótese, além de falhas que podem ocorrer no processamento laboratorial 
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ocasionando as porosidades na resina e favorecendo a formação do biofilme 

(17). Esta susceptibilidade à colonização por agentes patogênicos, 

principalmente a Candida albicans é a principal desvantagem da prótese 

confeccionada em PMMA, pois a estomatite protética associada ao gênero 

Candida é uma condição complexa, devido à desinfecção incompleta da base 

da prótese, porosidade e à rápida recolonização microbiana (3).  

As células de defesa do corpo humano, como neutrófilos, monócitos e 

macrófagos desempenham importante função em eliminar infecções por 

Candica albicans, porém, quando há algum desequilíbrio nas funções dessas 

células ocorre a infecção (18). A primeira linha de defesa do sistema imune 

contra a infecção por Candida é representada por neutrófilos e macrófagos, os 

primeiros eliminam os fungos por fagocitose, enquanto que os macrófagos/ 

monócitos atuam como células-chave da resposta celular produzindo as 

citocinas, como a IL-6, IL-17, TNF-α  (6,9).  

A resposta imune celular dos indivíduos é avaliada, entre outras formas, 

pelos níveis de citocinas, tais como: TNF- α, IFN- γ, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-12, da 

detecção de anticorpos, como IgG (IgG1, IgG3, IgG4) e IgE, e dos marcadores 

de superfície, como CD4, CD8, através de testes e análises específicas. 

Quando seus níveis se apresentam fora de um padrão determinado deve estar 

ocorrendo a ativação da resposta imune e da resposta inflamatória (19). Zheng 

et al. (20) recomenda que os testes iniciais de biocompatibilidade e 

imunomodulação sejam realizadas nas células da resposta imune, células 

polimorfonuclares (PMN) e mononucleares (PBMC). 

Em infecções por Candida a resposta imune começa através do 

reconhecimento de estruturas químicas do invasor, conhecidas como padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMP) e receptores de reconhecimento 

de padrões (PRRs) presentes nas células de defesa, como CD206, TLR2, 

TLR4 e Dectin-1, após esse reconhecimento, a resposta imune inata resulta em 

fagocitose e morte do patógeno, liberação de citocinas que ativação a resposta 

imune adaptativa específica e consequente eliminação da infecção, por isso, o 

controle da C. albicans na cavidade oral é fundamental para que não ocorra 

infecção sistêmica (21). 
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O tratamento tradicional para estomatite inclui o uso de agentes 

antifúngicos; estes, por sua vez, parecem úteis, mas se não houver eliminação 

das hifas de Candida albicans da prótese, a recorrência da doença será uma 

constante (22). Em contrapartida, o amplo uso dos antifúngicos pode levar à 

resistência microbiana, promovendo o fracasso nas terapias convencionais. 

Isto ocorre porque biofilmes são comunidades microbianas bem estruturadas 

onde as células fúngicas estão incorporadas dentro de uma matriz extracelular 

(MEC), tornando-se consideravelmente mais tolerante às terapias antifúngicas. 

Desta forma os biofilmes são considerados um fator de virulência (23). 

Outros tratamentos sugeridos para estomatite incluem o uso de soluções 

químicas desinfetantes, terapias com laser, fitoterapia e ainda a confecção de 

novas próteses (11,24,25). No entanto, nenhum destes tratamentos citados 

parecem ser completamente eficazes. Pesquisas mais atuais vem sendo 

desenvolvidas no intuito de melhorar as propriedades químicas, mecânicas e 

atividade antimicrobiana das resinas acrílicas de PMMA através da 

incorporação de íons ou nanopartículas no processo da confecção das 

próteses, tais como:  a incorporação de nanopartículas de platina (24), 

nanopartículas de prata (26–31), nanoestruturas de vanadato de prata (32), 

nanopartículas de titânio (17), óxidos metálicos nanoparticulados (33) entre 

outras.  

Substâncias como as nanopartículas de prata agem como agentes 

antibacterianos interagindo diretamente com microrganismos, promovendo 

alterações morfológicas e estruturais nas células bacterianas (29,34) Essas 

partículas são, na maioria dos estudos, sugeridas como não tóxicas às células 

humanas, embora, devido à sua pequena dimensão e propriedades variáveis, 

são consideradas como perigosas para o ambiente (35). Já o vanadato de 

prata é um material alternativo para uso em saúde, uma vez que evita a 

aglomeração de nanopartículas, proporcionando alto contato com os 

microrganismos e maior atividade microbiana (32). 

Outro biomaterial que vem sendo utilizado em experimentos científicos 

por possuir atividade antimicrobiana é o Cério (Ce), elemento químico da 

família dos lantanídeos, terras raras, existente em grande abundância na 

atmosfera (23). Pesquisas com o nitrato de cério associado a outros 
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compostos, como por exemplo a sulfadiazina de prata, já mostraram sua 

eficácia no tratamento de queimaduras (36).  

Silva-Dias et al. (23) descreveram que o nitrato de cério, frente ao 

microrganismo, entra no citoplasma inibindo a respiração celular e o 

metabolismo da glicose ocasionando a ruptura da membrana celular, o que não 

ocorre em células humanas, onde o nitrato de cério comporta-se de maneira 

fisiológica, isto é, sem comprometer as funções celulares.  

Desta forma, as propriedades farmacológicas do nitrato de cério estão 

estabelecidas (36). Sua atividade antimicrobiana contra células planctônicas 

rompendo a membrana e/ou a parede celular da Candida albicans tem sido 

demonstrado, além da atividade de antiadesão e antibiofilmes (23). 

Freire (37) observou a eficácia do nitrato de cério contra diversas 

espécies de Candida, inclusive a mesma cepa de Candida albicans (ATCC 

90028) utilizada por Silva-Dias et al. (23), além de demonstrar a eficácia contra 

biofilmes de C. albicans pré-formados (redução do biofilme entre 63% a 92% 

da biomassa total).  

Estudos in vitro como os de Braydich-Stolle et al. (35), Greulich et al. 

(38), Suresh-Babu et al. (39) foram realizados para determinar a citotoxicidade 

e a imunomodulação causadas por vários biomateriais, onde são coletadas 

células do sangue humano para realização dos experimentos. Os tipos 

celulares mais utilizados são as PBMC, do inglês (Peripheral Blood 

Mononuclear Cell – células mononucleares do sangue periférico), que são os 

linfócitos, monócitos e macrófagos, células importantes do sistema imunológico 

(40). Greulich et al. (38), em seu estudo com nanopartículas de prata, também 

utilizaram as células mononucleares do sangue periférico em testes de 

citotoxicidade. 

Suresh-Babu et al. (39) testaram a atividade antimicrobiana e citotóxica 

de nanopartículas de cério (CeO₂) associadas ao ouro (Au/CeO2) sobre 

macrófagos normais e células cancerosas do pulmão resultando em uma 

melhor seletividade do Au/CeO2 para células cancerosas dependendo da 

concentração do CeO2, além de demonstrar biocompatibilidade melhor do que 

o ouro (Au) sozinho.  
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Diante da elevada prevalência da estomatite protética associada à 

frequente resistência microbiana, a ineficácia, alto custo e efeitos colaterais ao 

organismo de alguns agentes antimicrobianos convencionais, surgiu o 

interesse de se desenvolver materiais eficientes no combate a infecções 

fúngicas no processo de confecção das próteses como forma de tratamento 

alternativo para infecções por Candida albicans na cavidade oral. Nesse 

contexto, estudos como o de Silva-Dias et al. (23) e Freire (37) sobre a 

atividade antimicrobiana do nitrato de cério foram realizados, comprovando boa 

atividade antifúngica.  

Desta forma, o presente estudo, sem precedentes, propõe-se avaliar, in 

vitro, a citotoxicidade e a imunomodulação de diferentes proporções do Nitrato 

de Cério incorporado em resinas acrílicas termopolimerizáveis sobre leucócitos 

isolados do sangue de humano. 
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2. CAPÍTULO 1 

 

O manuscrito a seguir será submetido, após a finalização de todos os 

experimentos, para publicação no periódico “Acta Biomaterialia”.  

 

ABSTRACT 

Introduction: Several studies have been developed to improve the mechanical, 

physical, antimicrobial and biocompatibility characteristics of poly (methyl 
methacrylate) (PMMA) resins used for dental prosthesis based on the 
incorporation of biomaterials. Cerium nitrate has application in the treatment of 
burns and has antimicrobial effect against C. albicans. A new therapeutic 
strategy for denture stomatitis, based on the incorporation of a biomaterial is 
relevant for clinical practice. In this context, the immunomodulatory activity of 
cerium nitrate incorporated into the resins has not been investigated yet. Aim: 

to evaluate, in vitro, the biocompatibility and immunomodulation of cerium 
nitrate incorporated in microwave heat-cured acrylic resins on leukocytes 
isolated from human blood. Method: Cytotoxicity was assessed using 
alamarBlue® on human PBMC isolated from the blood through the Ficoll Paque 
protocol. Data were tabulated through the Kruskal Wallis test with Tukey post 
hoc (α=0.05). Results: The viability of PBMC in the presence of cerium nitrate 

solution was shown to be dose-dependent (3250 μg / ml - 98.55% and 6500 μg 
/ ml - 16.61%). In the presence of the test specimens, the cellular viability of 
PBMC was not reduced at the incorporated concentrations studied compared to 
the control group. Conclusion: The isolated solution of cerium nitrate did not 

show cytotoxicity against PBMC cells up to 3250 μg / mL. When incorporated in 
thermopolymerizable acrylic resin, it did not present cytotoxicity to PBMC 
isolated from human blood at the two concentrations studied (16xCIM and 
32xCIM).  

 

 

Keywords: cerium, polymethyl methacrylate, immunomodulation. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A estomatite protética (EP) é uma desordem muito comum que afeta 

usuários de prótese bucal, afetando entre 15 a 70% dos indivíduos acima de 65 

anos, especialmente aqueles usuários de próteses totais, caracterizando-se 

como um processo inflamatório nas áreas mucosas que são cobertas pela 

prótese apresentando, geralmente, eritemas (1–4). Embora seja 

reconhecidamente de etiologia multifatorial, envolvendo fatores locais e 

sistêmicos, a etiologia da EP é fortemente associada à presença de fungos do 

gênero Candida spp., presentes na superfície da prótese e/ou mucosa. (5,6).  

Fatores locais importantes são os fatores relacionados com as próteses, como 

trauma, má higiene, uso noturno ou falta de retenção e estabilidade, além da 

presença de rugosidades e porosidades na superfície e interior das próteses 

dentárias à base de resina acrílica (3,4,6,7). 

As células de defesa do corpo humano, como neutrófilos, monócitos e 

macrófagos desempenham importante função em eliminar infecções por 

Candica albicans, porém, quando há algum desequilíbrio nas funções dessas 

células ocorre a infecção (8). A primeira linha de defesa do sistema imune 

contra a infecção por Candida é representada por neutrófilos e macrófagos. Os 

primeiros eliminam os fungos por fagocitose, enquanto que os macrófagos/ 

monócitos atuam como células-chave da resposta celular produzindo as 

citocinas, como por exemplo, a IL-6, IL-17, TNF-α  (4,6). 

A resposta imune contra a infecção por Candida começa através do 

reconhecimento de estruturas químicas do invasor, conhecidas como padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMP) e receptores de reconhecimento 

de padrões (PRRs) presentes nas células de defesa, como CD206, TLR2, 

TLR4 e Dectin-1, após esse reconhecimento, a resposta imune inata resulta em 

fagocitose e morte do patógeno, liberação de citocinas que ativam a resposta 

imune adaptativa específica e consequente eliminação da infecção, por isso, o 

controle da C. albicans na cavidade oral é fundamental para que não ocorra 

infecção sistêmica (9). 

A resina acrílica de poli (metil metacrilato) (PMMA) é o material de 

primeira escolha para a confecção das próteses totais, parciais removíveis, 
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próteses totais sobre implantes e diversos tipos de aparelhos ortodônticos 

removíveis, por ser de fácil manipulação, baixo custo, reproduzir a forma, 

tamanho e cor dos tecidos bucais, além de ser biocompatível e possuir 

propriedades químicas e mecânicas adequadas (10,11). Pesquisas mais atuais 

vem sendo desenvolvidas no intuito de melhorar as propriedades químicas, 

mecânicas e atividade antimicrobiana das resinas acrílicas de PMMA através 

da incorporação de íons ou nanopartículas no processo da confecção das 

próteses, tais como:  a incorporação de nanopartículas de platina (12), 

nanopartículas de prata (13–18), nanoestruturas de vanadato de prata (19), 

nanopartículas de titânio (20), óxidos metálicos nanoparticulados (21) entre 

outras.  

Outro biomaterial que vem sendo utilizado em experimentos científicos 

por possuir atividade antimicrobiana é o Cério (Ce), elemento químico da 

família dos lantanídeos, terras raras, existente em grande abundância na crosta 

terrestre (22). Pesquisas com o nitrato de cério associado a outros compostos, 

como por exemplo a sulfadiazina de prata, já mostraram sua eficácia no 

tratamento de queimaduras (23). Silva-Dias et al. (22) descreveu que o nitrato 

de cério, frente ao microrganismo, entra no citoplasma inibindo a respiração 

celular e o metabolismo da glicose ocasionando a ruptura da membrana 

celular, o que não ocorre em células humanas, onde o nitrato de cério 

comporta-se de maneira fisiológica, isto é, sem comprometer as funções 

celulares.  

Desta forma, as propriedades farmacológicas do nitrato de cério estão 

sendo estabelecidas (23). Sua atividade antimicrobiana contra células 

planctônicas rompendo a membrana e/ou a parede celular da Candida albicans 

tem sido demonstrada, além de demonstrar também atividade de antiadesão e 

antibiofilmes (22). Recentemente, o nitrato de cério foi incorporado em resinas 

acrílicas e demonstrou bom potencial de inibir a formação de biofilme de 

Candida Albicans, além de não ter prejudicado de forma significativas as 

propriedades físicas do material produzido (24) 

O presente estudo, sem precedentes, propõe-se avaliar, in vivo, a 

citotoxicidade e a imunomodulação de diferentes proporções do Nitrato de 
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Cério incorporado em uma resina acrílica termopolimerizável sobre leucócitos 

isolados do sangue de humano. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Considerações éticas 

 

O projeto de pesquisa foi submetido, através da Plataforma Brasil, ao 

Comitê de Ética e pesquisa (CEP) da Universidade Federal da Paraíba com 

número de protocolo de aceitação: 76628817.0.0000.5188, de acordo com a 

resolução 466/12 da Comissão Nacional de Ética e Pesquisa (CONEP). Os 

corpos de prova (apêndice) foram confeccionados no Laboratório Integrado de 

Biomateriais (LABIO) do Centro de Ciências da Saúde (CCS), da Universidade 

Federal da Paraíba (UFPB). Os estudos de investigação da citotoxicidade e 

imunomodulação foram desenvolvidos no Laboratório de Cultivo e Análise 

Celular (LACEC), da Escola Técnica em Saúde, CCS-UFPB. 

 

2.2 Preparo das soluções químicas com nitrato de cério  

Para o preparo das soluções do nitrato de cério foi utilizado seu 

precursor hexahidratado - (Ce(NO3)3 · 6H2O) (Sigma-Aldrich Brasil Ltda, São 

Paulo, Brasil), de peso molecular 434,23 dissolvido em uma solução a 10% de 

Dimetilsufóxido (DMSO) (D8418 SIGMA Dimethyl sulfoxide for molecular 

biology, Sigma-Aldrich Co, USA), em água deionizada, misturado em agitador 

magnético sem aquecimento (SP-10003/S SPLABOR, São Paulo, Brasil) a 700 

RPM por 5 minutos, até dissolução. Foram preparadas 6 soluções de 

concentrações diferentes, baseadas em um estudo que demonstrou 

propriedades antimicrobianas do nitrato de cério, com uma Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) de 1625 μg/ml (24), a saber: ½xCIM (812,5 μg/mL), CIM 

(1625 μg/ml), 2xCIM (3250 μg/ml), 4xCIM (6500 μg/ml), 16xCIM (26000 μg/ml) 

e 32XCIM (52000 μg/ml), sendo as 4 primeiras usadas na avaliação do efeito 

da solução pura sobre os PBMC e as duas últimas forma incorporadas aos 

corpos-de-prova em PMMA.    
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2.3 Confecção dos corpos de prova de resina acrílica de PMMA 

Matrizes cilíndricas de aço inox (4x6mm) foram fixadas sobre 1 placa de 

vidro, incluídas no interior de muflas de fibra de vidro (STG, Vipi, São Paulo, 

Brasil), com gesso comum e silicone laboratorial  (Zetalabor, Zhermack, Badia 

Polesine, Itália), de maneira convencional.(24) 

A resina termopolimerizável por micro-ondas (Vipi wave cor rosa médio, 

Vipi, São Paulo, Brasil) foi proporcionada segundo as instruções do fabricante 

O grupo controle (n=9) foi manipulado de acordo com as instruções do 

fabricante (6,5ml /14g) e incluída, prensada (1 Tonelada/20 minutos) e 

polimerizada em micro-ondas (Perfect 800W, Panasonic, Japão) segundo o 

ciclo do fabricante (20 min/20% da potência máxima, 5 min/60% potência 

máxima). Aguardou-se o resfriamento à temperatura ambiente para remoção 

dos corpos-de-prova, que passaram por acabamento com lixas d’água (200, 

400, 600 e 1200) e polimento com disco de feltro e pasta de alumina, seguidos 

por banho ultrassônico (15 minutos) e esterilização por óxido de etileno (Sete 

Serviços de Esterilização, Cabedelo, Paraíba, Brasil). 

Corpos de prova de dois grupos experimentais (n=9) foram 

confeccionados, incorporando 20% das soluções mais concentradas (16xCIM e 

32xCIM) para cada 1 ml de monômero, previamente à polimerização, 

buscando-se dessa forma estabelecer pelo menos uma concentração 

equivalente à CIM e 2xCIM para cada mm3 do material produzido.(24) Todos os 

demais passos seguiram os estabelecidos para o grupo controle. 

 

2.4 Isolamento das células mononucleares (PBMC) e 

polimorfonucleares (PMN) do sangue periférico 

 

Foram coletados 12 ml do sangue periférico de três voluntários 

saudáveis, pareados em gênero e idade, esta variando de 18 a 40 anos que 

aceitaram participar do estudo por meio do termo de consentimento livre e 

esclarecido (TCLE) em anexo, momentos antes do ensaio, através de punção 

venosa à vácuo com frascos plásticos heparinizados estéreis (Vacutainer 

Becton Dickinson). Foram excluídos indivíduos alérgicos a quaisquer tipos de 
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substâncias utilizadas; fumantes e etilistas; pacientes com discrasias 

sanguíneas, imunodeficiências e neoplasias malignas; ou que possuíssem 

histórico de doenças crônicas (como asma e diabetes), infectocontagiosas 

(hepatite, AIDS, entre outras), alérgicas ou inflamatórias. 

 As PBMC foram isoladas pelo protocolo de duplo gradiente de Ficoll-

Paque™ 1077 e 1119 (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido) de acordo 

Castellano et al. (25). Brevemente, após centrifugação a 400g e 20ºC por 30 

minutos do sangue com Ficoll nas duas densidades, as camadas leucocitárias 

foram coletadas com pipetas de Pasteur, postas em tubos falcon de 15 ml e 

lavadas três vezes com tampão de fosfato (PBS) com centrifugação a 300g por 

10 minutos. As células foram suspendidas em alíquotas de 2x106 cél/ml em 

meio RPMI 1640 (GIBCO) suplementado com soro fetal bovino (5%), penicilina 

(100 UI/mL), estreptomicina (100 µg/mL) e 1mM HEPES. Em seguida, a 

quantificação do número de células viáveis foi realizada pelo método de 

exclusão do azul de trypan 0,4% (Sigma-Aldrich®). Alíquotas de 50μL das 

células foram diluídas com 50μL do corante azul de tripan (0,4%), após 10 

minutos, o número de células viáveis foi quantificado em câmara de Neubauer 

através de contador eletrônico de células, Countess II FL Automated Cell 

Counter – LIFE, fazendo-se a contagem de células mortas (coradas) e células 

íntegras (não coradas).  

Os testes foram realizados em triplicata, para a citotoxicidade. Sendo 

as células coletadas de cada doador repetidos em experimentos 

independentes. 

 

2.5 Ensaio de citotoxicidade das PBMC  

Em um primeiro momento realizou-se o ensaio de citotoxicidade com 

as soluções preparadas contendo concentrações do nitrato de cério de ½xCIM 

(812,5 μg/mL), CIM (1625 μg/ml), 2xCIM (3250 μg/ml), 4xCIM (6500 μg/ml) com 

o propósito de definir a concentração do nitrato de cério em solução não-

citotóxica às PBMC. 

A viabilidade celular foi realizada aliquotando-se 100 μL de suspensão 

de PBMC que foram estimuladas com 5μg / ml de fitohemaglutinina (PHA-P; 

Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) em placas de fundo plano de 96 poços de 
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poliestireno preto (Greiner Bio-One, EUA) e incubadas em meio de cultura com 

as diferentes concentrações do nitrato de cério: 812,5 μg/mL, 1625 μg/mL, 

3250 μg/mL, 6500 μg/mL durante 24 horas a 37ºC em atmosfera umidificada a 

5% de CO2. O controle negativo foi representado por células não estimuladas e 

controle positivo por células estimuladas com o DMSO. A citotoxicidade celular 

foi medida usando alamarBlue® de acordo com o protocolo do kit (Bio-Rad, 

Hercules, EUA). Os corpos de prova de cada grupo foram inseridos na placa de 

96 poços juntos com as PBMC e, em seguida, incubados durante 24 horas. 

Após esse tempo adicionou-se 20 µL de resazurina para avaliar a viabilidade 

das PBMC, seguindo o mesmo protocolo utilizado para avaliar a citotoxicidade 

das soluções. Se a resazurina for convertida em resofurina (o que altera a 

coloração da solução) indica que as PBMC, frente aos corpos de prova 

incorporados com o nitrato de cério, não apresentaram citotoxicidade. Em 

seguida, uma nova incubação foi realizada por 10 horas. Decorrido esse 

tempo, realizou-se a leitura da placa no leitor de microplacas. A fluorescência 

foi medida no GloMax®-Multi Microplate Reader (Promega, Madison, EUA) e a 

porcentagem de viabilidade foi calculada da seguinte forma: Citotoxicidade (%) 

= [(FI 590 de amostras tratadas / FI 590 de células não tratadas) (100)] Onde: 

FI 590 = Intensidade Fluorescente a uma emissão de 590 nm (excitação de 

560 nm).  

Em um segundo momento o mesmo ensaio de citotoxicidade foi 

realizado, agora com os grupos dos corpos de prova em resina acrílica 

incorporados com o nitrato de cério nas concentrações de 16xCIM (26000 

μg/ml) e 32xCIM (52000 μg/ml). O controle negativo foi representado por 

células não estimuladas e o controle positivo foi representado pelo corpo de 

prova confeccionado só em resina acrílica, sem incorporação.  

Este ensaio de citotoxicidade celular foi realizado em triplicata de 3 

voluntários sendo necessários então de 9 corpos de prova para cada grupo. 
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2.6 Análise dos dados 

 

Os dados foram expressos em média e desvio-padrão (DP) em todos os 

ensaios e a determinação das diferenças significativas entre os grupos 

experimentais para a citotoxicidade celular foi realizada através do teste de 

Kruskal Wallis com o post hoc de Tukey (α = 0,05), para uma distribuição não-

normal, de acordo com o teste de Shapiro-wilk. Foi utilizado o programa 

estatístico GraphPad versão 7.00. Valores de p < 0,05 foram considerados 

significativos (nível de significância de 95%). 

 

 

3. RESULTADOS 

 

3.1 Citotoxicidade celular das PBMC frente à solução de nitrato de 

cério 

Os valores apresentados na Figura 1 demonstram que a viabilidade 

celular das PBMC foi de 98,55% nas soluções com a concentração de nitrato 

de cério até 3250 μg/mL (2XCIM). Valores acima dessa concentração 

diminuem, significativamente, a viabilidade celular das PBMC, com uma 

porcentagem de células vivas igual a 16,61% na concentração de 6500 μg/mL, 

sendo excluída dos próximos experimentos (nitrato de cério incorporado à 

resina acrílica) concentrações maiores que 3250 μg/mL (2XCIM). 

 

 

3.2  Citotoxicidade celular das PBMC na presença dos corpos de prova  

Não foi observada redução da viabilidade celular, isto é, nenhum efeito 

tóxico nas concentrações dos grupos testes comparados aos grupos controle 

foi apresentado pelas células testadas, mostrando ainda que o grupo que 

continha a maior concentração da solução de nitrato de cério 32XCIM (52000 

μg/ml), obteve a viabilidade das PBMC bastante semelhante com o grupo 

controle da resina acrílica, como mostra a Figura 2.  
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O grupo controle (DMSO) apresentou menor viabilidade quando 

comparado com os outros grupos, com 58,27% de células viáveis. O grupo 

controle (resina) foi composto por 95,74% de células viáveis, o grupo (16xCIM) 

obteve 78,03% de PBMC viáveis e o grupo (32xCIM) foi representado por 

99,48% de células viáveis.  

 

 

4. DISCUSSÃO 

 

A utilização do nitrato de cério como agente terapêutico vem sendo 

embasada por estudos que apontam sua atividade antimicrobiana e sua 

viabilidade frente às células humanas, (22,23,26,27). Enquanto que em 

bactérias e fungos o nitrato de cério é absorvido nos seus citoplasmas, 

comprometendo suas funções metabólicas; nas células humanas parecem não 

causar efeitos citotóxicos, promovendo um impacto mínimo do metabolismo 

celular, mantendo a membrana celular intacta  (22). Com isso, o efeito não 

tóxico do nitrato de cério e sua propriedade antimicrobiana viabilizam sua 

utilização em pesquisas visando sua possível utilização clínica como agente 

antimicrobiano.  

No presente estudo, foi determinada, inicialmente, a concentração 

máxima do nitrato de cério hexahidratado (Ce(NO3)3 · 6H2O) que não 

causasse citotoxicidade nas células humanas testadas (PBMC). Partiu-se da 

referência da CIM estabelecida por estudo prévio (24), a partir da qual foram 

formuladas 6 diferentes soluções, 4 menos concentradas (½xCIM , CIM, 2xCIM 

e 4xCIM), que foram utilizadas puras no ensaio de citotoxicidade e  duas mais 

concentradas (16xCIM e 32xCIM), que foram incorporadas em uma 

concentração de 20% (0,2 ml para cada 1ml de monômero) aos corpos-de-

prova em PMMA, buscando-se atingir pelo menos uma concentração 

equivalente à CIM e 2xCIM para cada mm3 do material produzido.(24) 

Verificou-se que, em relação às soluções, redução visível da citotoxicidade foi 

encontrada na solução de 4xCIM, quando comparadas aos demais grupos. 

Em relação aos grupos de nitrato de cério incorporados nos corpos de 

prova de resina acrílica,  houve pequeno efeito citotóxico no grupo controle 
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(95,74% de células viáveis) e nos grupos com nitrato de cério, apresentando 

uma porcentagem de 78,03% de células viáveis para o grupo (16xCIM) e 

99,48% no grupo (32xCIM), sendo um ótimo resultado para o estudo, já que 

quanto maior a concentração de nitrato de cério maior eficácia antimicrobiana é 

apresentada, de acordo com Freire (2017). 

A porcentagem de células viáveis apresentada no grupo controle, 

provavelmente não é de 100%, pois segundo Jorge et al. (28) a própria resina 

acrílica, devido à liberação de monômeros residuais, apresenta potencial de 

citotoxicidade.  

O nitrato de cério já vem sendo utilizado para o tratamento de 

queimaduras associado à sulfadiazina de prata (23). Garner, Heppell (36) 

demonstraram que o cério reduz a mortalidade e a morbidade no tratamento de 

queimaduras graves. Esse benefício é derivado de sua ação na queima de 

escara. Ele se liga e desnatura o complexo de proteína lipídica liberado na pele 

queimada que é responsável pela imunossupressão profunda associada a 

queimaduras cutâneas maiores.  

Segundo Deveci et al. (23) o tratamento com nitrato associado à 

sulfadiazina de prata tem melhorado a sobrevivência em pacientes que 

sofreram queimaduras, aumentando assim as estatíticas de sobrevivência 

destes pacientes. Silva-Dias et al. (22) explica que o nitrato de cério tem a 

capacidade de diminuir os níveis de citocinas e ativação de leucócitos, evitando 

a formação do edema da queimadura.  

Estudos relataram que em muitas pesquisas experimentais e clínicas o 

ferimento térmico provoca imunossupressão, liberando citocinas, tais como: 

TNF-α e IL-6, conhecidas por induzir a inflamação aguda. Essa 

imunossupressão pode ser abrandada com o banho de nitrato de cério, pois 

este se liga  aos complexos de proteínas lipídicas que originam a queimadura, 

portanto, o nitrato de cério  evita a elevação dos níveis de TNF- α , assim como 

a IL-6 diminui os níveis de TNF-α, dimimuindo assim a severidade da resposta 

interna no período inicial da lesão (23). Os biomateriais podem modificar a 

imunidade adaptativa induzindo o reparo tecidual apos a lesão, sendo a 

modulação da resposta imune bastante relevante em terapias regenerativas 

(37). 
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A utilização do nitrato de cério sobre queimaduras apresenta eficácia 

reduzindo a inflamação aguda. Seu efeito biológico nas células humanas do 

sangue continua ser pesquisado. Neste estudo, o nitrato de cério apresentou-

se como um biomaterial viável para ser incorporado nas resinas acrílicas 

utilizadas para confecção de próteses dentárias, não apenas pelo seu efeito 

biológico, mas também por possuir atividade antimicrobiana sobre Candida 

albicans, principal patógeno na cavidade oral relacionado com a estomatite 

protética. 

 

5. CONCLUSÃO 

O estudo demonstrou que o nitrato de cério em solução não apresenta 

citotoxicidade frente as células PBMC isoladas do sangue humano até a 

concentração de 3250 μg/mL. Quando incorporada na resina acrílica 

termopolimerizável, não apresentou citotoxicidade frente as células PBMC 

isoladas do sangue humano nas duas concentrações estudadas (16xCIM e 

32xCIM). Novos estudos in vitro com outros tipos celulares, bem como estudos 

em animais e posteriormente ensaios clínicos são necessários para determinar 

o papel do nitrato de cério frente as células da resposta imune e tornar viável 

sua incorporação nas resinas acrílicas para uso terapêutico. 
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6. APÊNDICES 

 

A.1. 

  

Figura 01 – Efeito da solução de nitrato de cério hexahidratado (Ce(NO3)3 + DMSO na 
viabilidade celular das PBMC. A viabilidade celular foi medida usando alamarBlue® de acordo 
com o protocolo do kit (Bio-Rad, Hercules, EUA). Os dados são representados pelas médias 
através das barras e as linhas verticais representam os desvios-padrões dos grupos testados 
com concentrações diferentes. O asterisco (*) indica diferença significativa em comparação 
com o controle negativo (Kruskal Wallis com o post hoc de Tukey (α = 0,05). 
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A.2. 

 

Figura 02 – Efeitos das concentrações do nitrato de cério hexahidratado (Ce(NO3)3 · 6H2O) 
incorporado às resinas acrílicas termopolimerizáveis sobre a viabilidade das PBMC. As células 
foram tratadas com diferentes concentrações do (Ce(NO3)3 · 6H2O) durante 24 h sob 
condições de cultura de células. A toxicidade celular foi determinada medindo a intensidade 
média de fluorescência da resazurina. Os dados são expressos em média ± DP. O asterisco 
indica diferença estatística significativa do controle (p <0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



32 

 

7. REFERÊNCIAS 

  

1.  Gendreau L, Loewy ZG. Epidemiology and Etiology of Denture Stomatitis. 

J Prosthodont. 2011;20(4):251–60.  

2.  Figueiral MH, Fonseca P, Lopes MM, Pinto E, Pereira-Leite T, Sampaio-

Maia B. Effect of Denture-Related Stomatitis Fluconazole Treatment on 

Oral Candida albicans Susceptibility Profile and Genotypic Variability. 

Open Dent J [Internet]. 2015 Jan 30;9(1):46–51.  

3.  Webb BC, Thomas CJ, Willcox MD, Harty DW, Knox KW. Candida-

associated denture stomatitis. Aetiology and management: a review. Part 

2. Oral diseases caused by Candida species. Aust Dent J [Internet]. 

Australia; 1998 Jun;43(3):160–6.  

4.  Maciąg J, Mikołajczyk T, Matusik P, Nosalski R, Sagan A, Maciąg A, et al. 

Systemic T Cells and Monocyte Characteristics in Patients with Denture 

Stomatitis. J Prosthodont [Internet]. 2017 Jan;26(1):19–28.  

5.  Ercalik-Yalcinkaya S, Ozcan M. Association between Oral Mucosal 

Lesions and Hygiene Habits in a Population of Removable Prosthesis 

Wearers. J Prosthodont. United States; 2015 Jun;24(4):271–8.  

6.  Pinke KHH, Freitas P, Viera NAA, Honório HMM, Porto VCC, Lara VSS. 

Decreased production of proinflammatory cytokines by monocytes from 

individuals presenting Candida-associated denture stomatitis. Cytokine 

[Internet]. Elsevier Ltd; 2016;77:145–51.  

7.  Paranhos HFO, Silva-Lovato CH, Souza RF, Cruz PC, Freitas KM, 

Peracini A. Effects of mechanical and chemical methods on denture 

biofilm accumulation. J Oral Rehabil. 2007;34(8):606–12.  

8.  Netea MG, Joosten LAB, van der Meer JWM, Kullberg B-J, van de 

Veerdonk FL. Immune defence against Candida fungal infections. Nat 

Rev Immunol [Internet]. Nature Publishing Group; 2015 Sep 

21;15(10):630–42.  

9.  Gasparoto THH, de Oliveira CEE, Vieira NAA, Porto VCC, Gasparoto 

CTT, Campanelli APP, et al. The pattern recognition receptors expressed 

on neutrophils and the associated cytokine profile from different aged 

patients with Candida-related denture stomatitis. Exp Gerontol [Internet]. 



33 

 

Elsevier Inc.; 2012 Sep;47(9):741–8.  

10.  Goiato MC, Freitas E, dos Santos D, De Medeiros R, Sonego M. Acrylic 

resin cytotoxicity for denture base - Literature review. Adv Clin Exp Med 

[Internet]. 2015;24(4):679–86.  

11.  Hong G, Murata H, Li Y, Sadamori S, Hamada T. Influence of denture 

cleansers on the color stability of three types of denture base acrylic 

resin. J Prosthet Dent. The Editorial Council of the Journal of Prosthetic 

Dentistry; 2009;101(3):205–13.  

12.  Nam K-Y. Characterization and bacterial anti-adherent effect on modified 

PMMA denture acrylic resin containing platinum nanoparticles. J Adv 

Prosthodont. 2014;6(3):207–14.  

13.  El-Aassar MR, Hafez EE, Fouda MMG, Al-Deyab SS. Synthesis, 

characterization, and antimicrobial activity of poly(acrylonitrile-co-methyl 

methacrylate) with silver nanoparticles. Appl Biochem Biotechnol. 

2013;171(3):643–54.  

14.  Kong H, Jang J. Antibacterial properties of novel poly(methyl 

methacrylate) nanofiber containing silver nanoparticles. Langmuir. 

2008;24(5):2051–6.  

15.  Li Z, Sun J, Lan J, Qi Q. Effect of a denture base acrylic resin containing 

silver nanoparticles on Candida albicans adhesion and biofilm formation. 

Gerodontology. 2016;33(2):209–16.  

16.  Lyutakov O, Goncharova I, Rimpelova S, Kolarova K, Svanda J, Svorcik 

V. Silver release and antimicrobial properties of PMMA films doped with 

silver ions, nano-particles and complexes. Mater Sci Eng C [Internet]. 

Elsevier B.V.; 2015;49:534–40.  

17.  Monteiro DR, Gorup LF, Takamiya AS, de Camargo ER, Filho ACR, 

Barbosa DB. Silver Distribution and Release from an Antimicrobial 

Denture Base Resin Containing Silver Colloidal Nanoparticles. J 

Prosthodont. 2012;21(1):7–15.  

18.  Wady AF, Machado AL, Zucolotto V, Zamperini CA, Berni E, Vergani CE. 

Evaluation of Candida albicans adhesion and biofilm formation on a 

denture base acrylic resin containing silver nanoparticles. J Appl 

Microbiol. 2012;112(6):1163–72.  



34 

 

19.  de Castro DT, Holtz RD, Alves OL, Watanabe E, Valente ML, da Silva 

CH, et al. Development of a novel resin with antimicrobial properties for 

dental application. J Appl Oral Sci [Internet]. 2014;22(5):442–9.  

20.  Sivakumar I, Arunachalam KS, Sajjan S, Ramaraju AV, Rao B, Kamaraj 

B. Incorporation of antimicrobial macromolecules in acrylic denture base 

resins: A research composition and update. J Prosthodont. 

2014;23(4):284–90.  

21.  Allaker RP. The Use of Nanoparticles to Control Oral Biofilm Formation. J 

Dent Res [Internet]. 2010;89(11):1175–86.  

22.  Silva-Dias A, Miranda IM, Branco J, Cobrado L, Monteiro-Soares M, Pina-

Vaz C, et al. In vitro antifungal activity and in vivo antibiofilm activity of 

cerium nitrate against Candida species. J Antimicrob Chemother 

[Internet]. 2015 Jan 3;70:1083–93.  

23.  Deveci M, Eski M, Sengezer M, Kisa U. Effects of cerium nitrate bathing 

and prompt burn wound excision on IL-6 and TNF-α levels in burned rats. 

Burns [Internet]. 2000 Feb;26(1):41–5.  

24.  Freire IC de M. Efeito da Incorporação do Nitrato de Cério na atividade 

antifúngica e propriedades físico-mecânicas de Resinas Acrílicas 

Termopolimerizáveis [Dissertação - Mestrado em Odontologia - Área de 

Ciências Odontológicas]. [João Pessoa, Brasil]: Universidade Federal da 

Paraíba - UFPB; 2017.  

25.  Castellano LR, Filho DC, Argiro L, Dessein H, Prata A, Dessein A, et al. 

Th1/Th2 immune responses are associated with active cutaneous 

leishmaniasis and clinical cure is associated with strong interferon-γ 

production. Hum Immunol [Internet]. American Society for 

Histocompatibility and Immunogenetics; 2009;70(6):383–90.  

26.  Cobrado L, Azevedo MM, Silva-Dias A, Ramos JP, Pina-Vaz C, 

Rodrigues AG. Cerium, chitosan and hamamelitannin as novel biofilm 

inhibitors? J Antimicrob Chemother. 2012;67(5):1159–62.  

27.  Suresh Babu K, Anandkumar M, Tsai TY, Kao TH, Stephen Inbaraj B, 

Chen BH. Cytotoxicity and antibacterial activity of gold-supported cerium 

oxide nanoparticles. Int J Nanomedicine. 2014;9(1):5515–31.  

28.  Jorge J, Giampaolo E, Machado A, Vergani C. Cytotoxicity of denture 



35 

 

base acrylic resins:a literature review. J Prosthet Dent. 2003;90:190–3.  

29.  Celardo I, Pedersen JZ, Traversa E, Ghibelli L. Pharmacological potential 

of cerium oxide nanoparticles. Nanoscale [Internet]. 2011;3(4):1411.  

30.  Dowding JM, Seal S, Self WT. Cerium oxide nanoparticles accelerate the 

decay of peroxynitrite (ONOO-). Drug Deliv Transl Res. 2013;3(4):375–9.  

31.  Dupre-Crochet S, Erard M, Nusse O. ROS production in phagocytes: 

why, when, and where? J Leukoc Biol [Internet]. 2013;94(4):657–70.  

32.  Gloire G, Legrand-Poels S, Piette J. NF-kB activation by reactive oxygen 

species: Fifteen years later. Biochem Pharmacol. 2006;72(11):1493–505.  

33.  Caputo F, Mameli M, Sienkiewicz A, Licoccia S, Stellacci F, Ghibelli L, et 

al. A novel synthetic approach of cerium oxide nanoparticles with 

improved biomedical activity. Sci Rep. Springer US; 2017;7(1):1–13.  

34.  Heckert EG, Karakoti AS, Seal S, Self WT. The role of cerium redox state 

in the SOD mimetic activity of nanoceria. Biomaterials. 

2008;29(18):2705–9.  

35.  Pirmohamed T, Dowding JM, Singh S, Wasserman B, Heckert E, Karakoti 

AS, et al. Nanoceria exhibit redox state-dependent catalase mimetic 

activity. Chem Commun [Internet]. 2010;46(16):2736.  

36.  Garner JP, Heppell PSJ. Cerium nitrate in the management of burns. 

Burns. 2005. p. 539–47.  

37.  Sadtler K, Estrellas K, Allen BW, Wolf MT, Fan H, Tam AJ, et al. 

Developing a pro-regenerative biomaterial scaffold microenvironment 

requires T helper 2 cells. Science (80- ) [Internet]. 2016 Apr 

15;352(6283):366–70.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 

 

3. CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

O desenvolvimento deste trabalho iniciou-se com o preparo das 

soluções de nitrato de cério hexahidratado e a confecção dos corpos de prova 

com e sem incorporação de tal biomaterial. 

Em seguida foi realizado o ensaio piloto para determinar a 

concentração do nitrato de cério viável frente às PBMC. Esse ensaio consistiu 

em verificar a concentração do nitrato de cério que permitisse a viabilidade 

celular das PBMC do sangue humano isoladas. Foi seguido um protocolo de 

citotoxicidade baseado na redução de resazurina em resofurina. As soluções, 

em diferentes concentrações, foram incubadas com as PBMC e a viabilidade 

celular vou verificada através do kit alamarblue, apresentando-se satisfatória 

até a concentração de 3250 μL/mL. Esse resultado viabiliza a incorporação do 

nitrato de cério nas concentrações com atividade antifúngica conta C. 

albicans.encontradas em estudo prévio de Freire (37).  

No teste de citotoxicidade dos corpos de prova em resina acrílica 

incorporados com o nitrato de cério nenhum efeito citotóxico foi observado nos 

grupos com nitrato de cério, apresentando uma porcentagem de 78,03% de 

células viáveis para o grupo (16xCIM) e 99,48% no grupo (32xCIM). Com isso, 

acredita-se que o nitrato de cério não interfira no metabolismo fisiológico das 

PBMC. 

É sabido que diversos biomateriais vêm sendo utilizados em pesquisas 

médicas, incorporados ou não a outros materiais. O próprio nitrato de cério já é 

utilizado na prática clínica para o tratamento de queimaduras, o que leva a uma 

investigação maior de sua ação e sua futura utilização para outras patologias 

humanas. 

Ensaio mais específicos, como ensaios de imunopenotipagem, 

determinação do seu mecanismo de liberação, ensaios em macrófagos, 

ensaios de fagocitose, estudos in vivo e posteriormente ensaios clínicos são 

necessários para determinar o papel do nitrato de cério e seu completo 

entendimento para o uso terapêutico. 
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4. CONCLUSÃO 

Com base nos resultados apresentados concluiu-se que: 

1. A solução isolada do nitrato de cério não apresenta citotoxicidade 

frente as células PBMC isoladas do sangue humano até a 

concentração de 3250 µg/ml. 

2. A solução isolada do nitrato de cério incorporada em resinas acrílicas 

termopolimerizáveis não apresentou citotoxicidade frente as células 

PBMC isoladas do sangue humano nas duas concentrações 

estudadas (16xCIM e 32xCIM). 

3. Novos estudos in vitro com outros tipos celulares, bem como estudos 

em animais e posteriormente ensaios clínicos são necessários para 

determinar o papel do nitrato de cério frente as células da resposta 

imune e tornar viável sua incorporação nas resinas acrílicas para uso 

terapêutico. 
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6. ANEXO 

4.1 Autorização do Laboratório de Análise e Cultivo Celular 
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7.APÊNDICE 

 

7.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAÍBA 

CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS GRADUAÇÃO EM ODONTOLOGIA 

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Prezado (a) Senhor (a) 

 

Esta pesquisa é sobre a avaliação do perfil imunomodulador do nitrato 
de cério incorporado em resinas acrílicas termopolimerizáveis sobre leucócitos 
humanos, a ser realizada pela aluna Priscilla Kelly Batista da Silva Leite, 
mestranda em Ciências Odontológicas pela Universidade Federal da Paraíba, 
sob a orientação dos Professores Doutores André Ulisses Dantas Batista e 
Lucio Roberto Cançado Castellano. 

O intuito deste trabalho é promover o esclarecimento acerca dos efeitos 
do nitrato de cério sobre as células do sangue humano. Se você concordar em 
participar deste estudo serão coletadas 1 amostra 12 mililitros de seu sangue a 
serem submetidos a exames laboratoriais exclusivamente destinado a este 
estudo. A partir desta amostra serão realizados testes (exames com o sangue) 
para determinação da toxicidade do nitrato de cério. Os tubos serão 
codificados, de modo a garantir sigilo sobre a identidade do participante.  

A coleta de sangue através de punções venosas para exames 
laboratoriais com seringas e agulhas descartáveis e estéreis podem, embora 
sejam raros, resultarem em dor no local da punção, manchas roxas transitórias 
chamadas de equimoses, desconforto e a possibilidade de infecção. Em caso 
de danos decorrentes de sua participação no estudo, haverá assistência 
integral e gratuita.  

 Os resultados deste estudo serão apresentados os em eventos da área 
de saúde e publicados em revista científica. Por ocasião da publicação dos 
resultados, será mantido em sigilo sobre os participantes da pesquisa.  

A participação no estudo é voluntária e, portanto, não há obrigação de 
fornecimento de informações e/ou colaborar com as atividades solicitadas pelo 
Pesquisador. Caso decida não participar do estudo, ou resolver a qualquer 
momento desistir do mesmo, não haverá nenhum dano, nem modificação na 
assistência que vem recebendo na Instituição. Haverá ressarcimento de 
despesas decorrentes da participação no estudo. 
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7.2 Aprovação no Comitê de Ética e Pesquisa (CEP) 
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7.3 Normas da Revista Acta Biomaterialia 
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