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Resumo

Objectivos: Identificacdo e quantificacdo de mondmeros residuais (MMA) libertados
em saliva artificial, presentes em blocos de acrilico com distintas areas superficiais,

caracterizando o seu decaimento por unidade de tempo.

Materiais e Métodos: 30 blocos de resina acrilica ProBase® Hot foram seleccionados
por conveniéncia e divididos em 3 grupos de estudo de diferentes areas superficiais: GA
(n=10)2cm x 2 cm x 2 mm; GB (n=10) 2 cm x 2 cm x 4 mm; GC (n=10) 2 cm x 2 cm
x 8 mm (largura x comprimento X espessura respectivamente) (n=10). O seu
armazenamento deu-se em saliva artificial, a 37° C +/- 1° C, e foram analisadas
amostras as 24 h, 48 h e 72 h por HPLC. Utilizaram-se medidas estatisticas, tomando
como referéncia, para a rejeicdo das hipdteses nulas, um nivel de significancia de 5% (p

<0,05).

Resultados: Os valores médios de concentragdo de MMA as 24 h do GA (0,0094 +
0.0033 ug mL™), GB (0,0150 + 0,0026 pg mL™") e GC (0,0240 + 0,0057 pg mL™") foram
estatisticamente significativos: GA e GB (p = 0,015), GA e GC (p <0,001), GB e GC (p
<0,001). Os valores médios de concentracdo de MMA no GC as 24 h (0,0228 + 0,0052
pg mL™), 48 h (0,0063 + 0,0031 pg mL™) e 72 h (0,0011 + 0,0007 pg mL™") foram
também estatisticamente significativos: 24 h e 48 h (p <0,001),24 he 72 h (p <0,001),
48 h e 72 h (p = 0,001). Os valores médios de concentracio de MMA foram
significativamente diferentes do valor de referéncia da norma ISO 1567-1999 (p <

0,001).

Conclusdes: Os monomeros residuais MMA foram identificados e quantificados na
saliva artificial. Verificou-se um decaimento (por unidade de tempo) da concentracio

dos monémeros na saliva artificial, nos diferentes grupos de estudo.

Palavras-chave: proteses acrilicas, cromatografia, mondmeros residuais, metacrilatos.



Abstract

Objectives: To identify and quantify residual monomers (MMA) leached to artificial
saliva, present in acrylic blocks with different surface areas, characterizing its decay per

time unit.

Materials and Methods: 30 acrylic blocks of ProBase® Hot acrylic resin were
selected by convenience and divided in 3 study groups of different surface areas: GA
(n=10) 2 cm x 2 cm x 2 mm; GB (n=10) 2 cm x 2 cm x 4 mm; GC (n=10) 2 cm x 2 cm
x 8 mm (length x width x height respectively) (n=10). Their storage was made in
artificial saliva, at 37° C +/- 1° C and samples were analyzed at 24 h, 48 h and 72 h by
HPLC. Statistical measures were used, taking as reference to the rejection of the null

hypothesis a significance level of 5% (p < 0,05).

Results: The mean values of MMA concentration at 24h of GA (0,0094 + 0.0033 pg
mL™"), GB (0,0150 + 0,0026 pug mL") and GC (0,0240 + 0,0057 pg mL™) were
statistically significant: GA and GB (p = 0,015), GA and GC (p <0,001), GB and GC (p
< 0,001). The mean values of MMA concentration in GC at 24 h (0,0228 + 0,0052 ng
mL™), 48 h (0,0063 + 0,0031 pg mL™") and 72 h (0,0011 + 0,0007 pg mL™") were also
statistically significant: 24 h and 48 h (p < 0,001), 24 h and 72 h (p < 0,001), 48 h and
72 h (p = 0,001). The mean values of MMA concentration were significantly different
from the reference value of the ISO 1567-1999 standard (p < 0,001).

Conclusions: Residual MMA monomers were identified and quantified in artificial
saliva. There was a decay (per unit time) of the monomer’s concentration in the

artificial saliva in the different study groups.

Key-words: acrylic dentures, chromatography, residual monomers, methacrylates.



Indice

L INtrodUGA0. ...t e 17
1. Mondmeros como materiais dentarios. ...........o.evuvveiieninninnenennenneninne, 24
2. Poli(metilmetacrilato) .........c.oovuiiiiiiii i e, 26
3. Metilmetacrilato (MIMA) ..ot e e 27
4. O ambiente oral e a sua relagdo com a biodegradagdo dos materiais
QOINTATIOS ettt et et e e e e 28
5. Saliva Humana e Saliva artificial...............cooiiiiiiiii, 32

5.1. Breve nota sobre a composicao da saliva..........ccecevciieniennnn. .32

5.2. Saliva € CONAIGOES OTAIS......c.veeeiurieerrieeireeeitieeeieeeereeesreeeereeeeeveeenns 33
6. Cromatografia — HPLC como meio de identificacdo e quantificacdo de
18] 010 00 <3 (01 33
7. Justificagdo e pertinéncia clinica do estudo..........ccceevieiiiienieniienieeieeee e 39
8. Objectivos de estudo......c.ovviieiiiiiiiiiiii e 40
9. Hipdteses de estudo...........ovieiieiiieiiiieecie e A

I1. Materiais € MEtOOS. ... .uunit it 43
1. Caracterizagdo do eStudo..........cooviiiiiiii e 43

2. Local de estudo. . .c.ouiei i 43

3. Seleccao da amOSIa. .. .o.ue ettt 43

3.1. Critérios de iINClus@0. ... ...o.oeiiiiiii 45

4. Pré-requisitos para a selecgdo da amostra ............ovviiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn. 45

4.1. Preparagdo da saliva artificial................cooiiiiiiiiii i 45

4.2. Preparagao dos blocos de acrilico.........cceeuvevuiiniienienciienieeieeeeeen 46

4.2.1. Resina acrilica utilizada no estudo - ProBase® Hot
(Ivoclar Vivadent — technical)... .................cccciiiiiiiiiiiiiinininn. 46
4.2.2. Material laboratorial utilizado na realizagdo dos blocos de

acrilico dos Grupo A, Be C...oovvvveeeeiiiiiicciieeee AT

4.2.3. Preparacdo dos blocos de acrilico do Grupo A................. 48

4.2.4. Preparacao dos blocos de acrilico do Grupo B.................. 50

4.2.5. Preparacdo dos blocos de acrilico do Grupo C.................. 52

5. ATMAZENAMENTO. . ...ttt e 55
5.1. Armazenamento ProBase® Hot (Ivoclar Vivadent — technical)......55

5.2. Armazenamento blocos de acrilico............c..ooeiiiiniiiininnnnn 55



6. Reagentes e solugdes HPLC............oooiiiiiiiii e 57

7. Quantificacdo e identificacdo por HPLC-DAD.............cccoiiiiiiiiiiiian.. 57
8. Linearidade e limites minimos de quantificacdo e de detecgdo.................. 58
9. Desenvolvimento dos métodos cromatograficos.............ccevvvviiiniinnnnnne. 59
10. ANAliSE @StAtISTICA. . o.vueetitie et 60

II Resultados .....o.ooeiniiiiiii e e, O]
1. Identificagdo dos mondmeros residuais libertados dos blocos de acrilico para
asalivaartificial.............ooo e, O]
2. Quantificagdo dos monomeros residuais libertados dos blocos de acrilico para
asalivaartificial...........oo 65

2.1. Analise comparativa das concentragdes médias de MMA - pg mL™" -
entre os grupos A, B, Cas24h,48he 72 hoecceeeeiiiiiiiiiiini .66
2.2. Analise comparativa das concentragdes médias de MMA - pg mL™' -

entre diferentes tempos de armazenamento (24 h, 48 h e 72 h) nos grupos

2.3. Relagdo entre a concentragdo de MMA libertado e o valor de
referéncia da norma ISO 1567-1999.......ccociiviriiniiniiiineeeeeeeee, 73
2.4. Componentes libertados que ndo estdo descritos pelo fabricante....75
LA R B et T J P A7

1. Avaliacdo e comparagdo da quantidade de monémeros libertados para a saliva

ArtifiCial.. ... e 77
2. Libertagao de monomeros reSiduais..........eeveeeecueeeeirieeeiiieeeieeeereeeereeeevee e 80
3. Consequéncias da libertacdo de mondmeros residuais...........cceeeeveeveerereennnne 85
V2 ) 1 T L TP 87
VL Bibliografia. .....c.ooiiii i e 89



indice de Figuras

Figura 1. Estrutura molecular MMA e PMMA

(http://www.alunosonline.com.br/quimica/polimetilmetacrilato-acrilico.html)............. 27

Figura 2. Dermatite associada ao manuseamento de acrilicos — metacrilatos (Vieira et

ALy 2003ttt ettt et s bbbt n e sttt et e nbesbeeneeneas 30

Figura 3. Sistema de solventes do aparelho HPLC-DAD (FCT-UNL).........cccccceevurnnee. 36
Figura 4. HPLC-DAD (FCT-UNL).....cctttitiiiienieeeieteteeieee et 37
Figura 5. Coluna de fase reversa instalada no aparelho HPLC-DAD (FCT-UNL)......... 37

Figura 6. Detector de fotodiodos (Photodiode Array Detector) do aparelho HPLC-DAD
(FOTAUNL) ettt sttt 38

Figura 7 e 8. Conjunto de 5 vials no carrossel do aparelho HPLC-DAD e Micropipetas
(FCTUNL). ettt ettt ettt st sb e bt e st ent et e b ebenbensen 44

Figura 9. Saliva artificial no baldo volumétrico e material utilizado na realizagdo da

solucao de saliva artificial (FCT-UNL).........cccoiiiiiiiiiiiieieeeeeeee e 45

Figura 10 e 11. Resina acrilica utilizada no estudo - ProBase® Hot (Ivoclar Vivadent —

teChnical) (ESCSEM).......oiiiiiieiie ettt et e e saa e e s ae e e eareeeeanee e 47

Figura 12 e 13. Exemplo de 6 placas termoplasticas (Dentaflux) utilizadas neste estudo

(ESCSEM) e da mufla com 6 placas termoplastiCas..........ceevverveeruireieenienieeriieereeneen. 48
Figura 14. Exemplo de bloco do grupo A........cocueieiiiiieniienieeeeeeneee e 50
Figura 15. Exemplo de bloco do grupo B..........coiiiiiiiiiiiiiiiiceeeeeceeie e 52
Figura 16. Exemplo de bloco do grupo C........c.coieiiiiierieniiiienieeeeeeeee e 54



Figura 17. Material utilizado no Laboratorio Interno (ESCSEM).........ccccvvivevivennnnee. 54

Figura 18 e 19. Polimerizadora, panela e prensa utilizadas no Laboratdrio Interno

(ESCSEM)..ooveoo oo eeeee e s e s e s e s ssee e s e see s e e e s eeeeeeeee 54

Figura 20. Exemplo de 10 frascos de vidro (SCHOTT DURAN), envolvidos em

aluminio, com os blocos de acrilico do GA, em 10 mL de saliva artificial.................... 55

Figura 21. Exemplo de 10 frascos de vidro (SCHOTT DURAN), envolvidos em

aluminio, com os blocos de acrilico do GB, em 10 mL de saliva artificial..................... 55

Figura 22. Exemplo de 10 frascos de vidro, envolvidos em aluminio, com os blocos de

acrilico do GC, em 10 mL de saliva artificial............ccoovvvuviiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 56

Figura 23, 24 e 25. Exemplo de 3 frascos de vidro (sem aluminio), correctamente

identificados, com os blocos de acrilico do GA, GB ¢ GC, em 10 mL de saliva

ATTIHICTAL 1.ttt et e e aeeenbeenees 56
Figura 26. Amostras na estufa (FCT-UNL)........cccceeviriiiniiiiiieieeieecieeeee e 56
Figura 27. Aparelho de HPLC-DAD utilizado neste estudo (FCT-UNL)........cccccecveneeee 58

Figura 28. Cromatograma de 50 uL da solugio padrio de MMA + EMA a 0,1 pg mL™",
com uma coluna de fase reversa C;g, de forma isocratica unitaria, com a fase movel

AcCN/H,0 (75:25, v/v) a pH 7, a um fluxo de 0,4 mL min™ (tava = 4,70 € tepma =

Figura 29. Cromatograma de 50 uL da solugio padrio de MMA + EMA a 0,5 pg mL ™",
com uma coluna de fase reversa C;g, de forma isocratica unitaria, com a fase movel

AcCN/H,0 (75:25, v/v) a pH 7, a um fluxo de 0,4 mL min™ (tama = 4,70 € tipma =

Figura 30. Cromatograma de 50 pL da solugdo padrio de MMA + EMA a 1,0 pg mL™,

com uma coluna de fase reversa C;g, de forma isocratica unitaria, com a fase movel

10



AcCN/H,0 (75:25, v/v) a pH 7, a um fluxo de 0,4 mL min™ (tama = 4,70 € tipma =

Figura 31. Cromatograma de 50 uL da solugio padrio de MMA + EMA a 2,5 ug mL™,
com uma coluna de fase reversa C;g, de forma isocratica unitaria, com a fase movel

AcCN/H,0 (75:25, v/v) a pH 7, a um fluxo de 0,4 mL min™ (tama = 4,70 € tipma =

Figura 32. Exemplo de cromatograma de 50 pL do grupo A (A10) as 24 h, com uma
coluna de fase reversa C;g, de forma isocratica unitaria, com a fase mével AcCN/H,0

(75:25, v/v) apH 7, a um fluxo de 0,4 mL min™ (tavva = 4,70 € teema = 5,23)ceevevencne 63

Figura 33. Exemplo de cromatograma de 50 uL do grupo B (B2) as 24 h, com uma
coluna de fase reversa C;g, de forma isocratica unitaria, com a fase mével AcCN/H,0

(75:25, v/v) apH 7, a um fluxo de 0,4 mL min™ (taviva = 4,70 € teema = 5,23)cevevencne 64

Figura 34. Exemplo de cromatograma de 50 pL do grupo C (Cl) as 24 h, com uma
coluna de fase reversa C;g, de forma isocratica unitaria, com a fase mével AcCN/H,0O

(75:25, v/v) apH 7, a um fluxo de 0,4 mL min™ (tavva = 4,70 € teema = 5,23)cvvevencne 64

141 14 SO TSP PP P PP TOPRPRROPPON 65
Figura 36. Rectas de calibragdo para o MMA e EMA.........cccooiiiiiiiiniiiieeeeeie e 65
Figura 37. Concentragdo de MMA no Grupo A, Be Cas 24 h......ccceevvienviiiieninenene, 67
Figura 38. Concentragdo de MMA no Grupo A, Be Cas 48 h......ccceevvvvviieiieniienenne, 68
Figura 39. Concentragdo de MMA no Grupo A, Be Cas 72 h..c.coeevveviiiiiiniieniieene, 69

Figura 40. Concentracao de MMA as 24 h (1), 48 h (2) e 72 h (3) de armazenamento no

11



Figura 41. Concentracao de MMA as 24 h (1), 48 h (2) e 72 h (3) de armazenamento no

12



Indice de Tabelas

Tabela 1. Estrutura quimica e linear dos monomeros MMA e EMA..........cceovvieneenne. 23
Tabela 2. Propriedades fisicas dos mondmeros MMA e EMA...........cccceeviiviinenieneenne. 24
Tabela 3. Métodos de elui¢ao dos compostos no estudo de deteccao.........coceeeveeenenneee. 58
Tabela 4. Resultados da calibragao [iNear.............cc.eeeveeeiiiieciiieiiecceeeeee e 66
Tabela 5. Valores de LOQ e LOD referentes a0 MMA € EMA..........cccoveiiiiiienieeniennee. 66

Tabela 6 . Média e desvio padrio da [MMA] (ug mL™") dos grupos A, B ¢ C as 24 h...67

Tabela 7. Analise comparativa da [MMA] (ug mL™") entre grupos as 24 h................... 67

Tabela 8. Média e desvio padrio da [MMA] (ug mL™) dos grupos A, B e C as 48 h....68

Tabela 9. Analise comparativa da [MMA] (ug mL™") entre grupos as 48 h................... 68

Tabela 10. Média e desvio padrio da [MMA] (ng mL™) dos grupos A, B e C as 72 h..69

Tabela 11. Anélise comparativa da [MMA] (ug mL™) entre grupos as 72 h.................. 69

Tabela 12. Média e desvio padrio da [MMA] (ug mL™) as 24 h, 48 h e 72 h no grupo

Tabela 13. Analise comparativa da [MMA] (ug mL™") entre tempos de armazenamento

10 ZIUPO Aottt ettt ettt e et e et e e ettt e ettt e sttt e aabaeesabt e e e bt e e e bt e e nabeeenabeeenabeeennee s 70

Tabela 14. Média e desvio padrio da [MMA] (ug mL™) as 24 h, 48 h e 72 h no grupo

13



Tabela 15. Analise comparativa da [MMA] (ug mL™") entre tempos de armazenamento

N0 ZIUPO Bttt et st 71

Tabela 16. Média e desvio padrio da [MMA] (ug mL™) as 24 h, 48 h e 72 h no grupo

Tabela 17. Analise comparativa da [MMA] (ug mL™") entre tempos de armazenamento

N0 ZIUPO Crrrtiiieeet ettt ettt et e et e ettt e et e e s tbee ettt e sabteesabteesabeeesabeeenabeeenanes 73

Tabela 18. Média e desvio padrido da [MMA] (ng mL™") as 24 h, 48 h e 72 h no grupo A

(para comparagdo com o valor de referéncia 2,2 x 10° pg mL™) co.ovovieieeeeeeee. 74

Tabela 19. Anélise comparativa da [MMA] (ng mL™) as 24 h, 48 h e 72 h no grupo A,

com o valor de referéncia 2,2 X 10 g ML ™ o....o.oivoiiiieeeeeeeeeeeeeee e, 74

Tabela 20. Média e desvio padrio da [MMA] (ng mL™) as 24 h, 48 h ¢ 72 h no grupo B

(para comparagdo com o valor de referéncia 2,2 x 10®* pgmL™)..........coooeeiiiiinnin, 74

Tabela 21. Anélise comparativa da [MMA] (ug mL™) as 24 h, 48 h e 72 h no grupo B,

com o valor de referéncia 2,2 X 10 g ML ™ o....o.oiviimiieeeeeeeeeeeeee e, 74

Tabela 22. Média e desvio padrdo da [MMA] (ug mL™) as 24 h, 48 h e 72 h no grupo C

(para comparagdo com o valor de referéncia 2,2 x 10®* pgmL™)...........cooeeiiiiinnin, 75

Tabela 23. Anélise comparativa da [MMA] (ug mL™) as 24 h, 48 h e 72 h no grupo C,

com o valor de referéncia 2,2 X 10 g ML ™ o....o.oiviiiiieeeeeeeeeeeeeee e, 75

Tabela 24. Concentragdo (ug mL™") de MMA encontrada em varios estudos com resinas

tEIMOPOLIMETIZAVEIS. ... eeivieeieeiiieiie ettt tte ettt e et eeteeeteestaeesbeessaeenseessseenseensseenseens 79

14



Lista de Abreviaturas

Bis-GMA

cm

CaClL.2H,0

°C

DAD

°F

GC

GPa

Hema

HPLC

IgA/1gG/IgM

KH

KCl

LOD

Bis-glicidil-dimetacrilato

Carbono

centimetro

Cloreto de Calcio Dihidratado

Graus Celsius

“Diode Array Detector”, Detector de Fotodiodos

Graus Fahrenheit

grama

“Gas Chromatography”, Cromatografia Gasosa

Gigapascal

Hidroxietilmetacrilato

“High Performance Liquid Chromatography”, Cromatografia
Liquida de Alta Resolugdo

Imunoglobulina A/ Imunoglobulina G/ Imunoglobulina M

Knoop Hardness

Cloreto de Potassio

“Limit of Detection”, Limite de detec¢do

15



LOQ “Limit of Quantitation”, Limite de quantificacao

mL mililitro

MPa Megapascal

MMA Metilmetacrilato

MA Acido Metacrilico

mm milimetro

mg miligrama

NaCl Cloreto de Sodio
Na,S'9H,0 Sulfito de Sodio Dihidratado
nm nandmetro

PMMA Poli(metilmetacrilato)
TEGDMA Trietilenoglicol Dimetacrilato
UDMA Uretano Dimetacrilato

U.V. Ultravioleta

nL microlitro

ng micrograma

16



Introdugédo

I. Introducao

Desde a antiguidade que o uso de proteses maxilofaciais ¢ uma realidade. Civilizagdes
antigas, como os egipcios ou os chineses, usavam resinas e ceras para a reconstrugao e
substitui¢cdo de regides craniofaciais. O franc€s Ambroise Paré, no século XVI, foi
responsavel pela criacdo de um conjunto de proteses que substituiam funcionalmente e
esteticamente as estruturas maxilofaciais. A partir da I e II Guerras Mundiais, a
necessidade de proteses maxilofaciais, nomeadamente de proteses dentarias, permitiu
um aumento quantitativo e uma melhoria qualitativa destes materiais (Anusavice, Shen

& Rawls, 2013).

Apesar dos inumeros avangos ao longo da histdria, e principalmente no tltimo século,
os materiais dentdrios utilizados, por exemplo na confeccdo de proteses acrilicas, ndo
sdo totalmente ideais. Um material ideal deve ser em primeiro lugar biocompativel, ou
seja, capaz de exercer a sua fungdo terapéutica quando aplicado, sem causar qualquer
reaccdo adversa, local ou sistémica (Gautam et al., 2010; Anusavice et al., 2013).
Caracteristicas como a facil manipulagdo, a resisténcia e a estabilidade quimica e
dimensional, com capacidade de resistir a variacdes térmicas e quimicas, sdo
propriedades muito importantes. Estes materiais t€ém como objectivo a confec¢do de
dispositivos protéticos, que reabilitem e substituam funcionalmente e esteticamente as
estruturas anatomicas em falta, como as pecas dentarias, se possivel de forma pouco

dispendiosa (Anusavice et al., 2013).

O doente parcialmente ou totalmente desdentado apresenta comprometimento ao nivel
do sistema estomatognatico. No caso de um doente totalmente edéntulo, existem
grandes alteracdes no suporte e posicionamento muscular, na estética e mastigagdo, na
dimensdo vertical e na saude psicologica e geral (Assaoka, Cesar & Oliveira, 2012). A
necessidade do uso de proteses dentarias, totais ou parciais, ¢ por estes motivos uma
realidade. Um estudo recente demonstrou que cerca de 21,4 % dos individuos entre os
15 e 74 anos sdo portadores de protese dentaria. O mesmo estudo refere que, no grupo
etario entre os 55 e os 64 anos, a utilizacdo de proteses parciais removiveis aumenta

para 22,2 % (Carr & Brown, 2011; Assaoka et al., 2012).
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Caracterizagdo dos compostos organicos libertados apos a confecgdo e uso de proteses acrilicas removiveis — estudo
in vitro
Segundo a Academia de Prostodontia (2005), uma proétese total ¢ definida como uma
protese dentaria removivel, que substitui toda a denti¢do do individuo e as estruturas
mandibulares e maxilares associadas. E um dispositivo protético que tem como
objectivo a substituicdo de todos os dentes maxilares e mandibulares, restabelecendo
desta forma a fun¢do mastigatoria, estética, fonética e devolvendo comodidade ao
doente. A sua utilizagdo ¢ também importante na restauracdo do osso alveolar,
reabsorvido pela perda de pecgas dentarias (Assaoka et al., 2012). De igual modo, uma
protese parcial, tal como o nome indica, visa substituir a denticdo de individuos
parcialmente edéntulos (dentes maxilares e/ou mandibulares), restabelecendo também a
funcdo mastigatoria, estética e fonética. As proteses parciais permitem a preservacao do
periodonto e das pegas dentdrias remanescentes (Assaoka et al., 2012). As proteses sdo
constituidas por dentes artificiais, que se encontram ligados a uma base acrilica
protética. Podem ser suportadas pela mucosa, pelos dentes, ou por ambos. Podem ainda

ser implantosuportadas (Anusavice et al., 2013).

Durante a década de 30 e 40, varios polimeros sintéticos foram desenvolvidos. A maior
parte deles serviam como materiais protéticos, mas tinham um sucesso limitado. Com a
introducdo no mercado de poli(metilmetacrilato), em 1936, como um material dentario
processado termicamente, este polimero passou a ser largamente utilizado. Em 1940,
para além da aplicacdo em préteses dentarias, o PMMA ja era usado na realizagdo de
coroas, restauracdes indirectas e proteses fixas. Em 1950, surgiu a primeira resina
dentaria colorida para dentes anteriores, a qual era constituida por mondémeros de MMA
e por PMMA (Anusavice et al., 2013). As resinas acrilicas datam de h4 mais de 60 anos
(Golbidi & Asghari, 2009) e o seu uso tem sido exponencial, sendo que a maior parte
dos sistemas resinosos apresentam na sua constituicao o metacrilato MMA, entre outros
como o UDMA, o TEGDMA e o Bis-GMA (Palitsh, Hannig, Ferger & Balkenhol,
2012).

Assim, grande parte das proteses sdo constituidas por polimeros e ¢ comum a utilizagdo
de monoémeros metacrilatos como componentes de materiais dentdrios (Seiss, Track,
Hickel & Reichl, 2009). Existem vérias técnicas para a utilizagdo destes polimeros na
confec¢do de proteses acrilicas totais ou parciais. Em qualquer uma das técnicas ¢
essencial, primariamente, a realizacdo de correctas impressdes preliminares, e se

possivel impressdes definitivas, tanto da arcada dentaria que vai receber o dispositivo
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protético, como da arcada antagonista. Assim, obtém-se modelos de estudo/trabalho, a
partir dos quais se ird realizar a protese. A cera ¢ colocada no modelo de gesso e dentes
artificiais sdo montados na cera, tendo sempre em conta a relagdo com a arcada
oponente. Entre os varios passos laboratoriais realizados para a confeccdo da protese, e
antes da entrega da protese acrilizada, ¢ essencial avaliar os procedimentos clinicamente

na boca do doente (Anusavice et al., 2013).

Como ja foi referido, a maior parte das resinas acrilicas, desde da década de 40, sdo
compostas pelo polimero poli(metilmetacrilato), um sélido transparente que pode ser
processado para obter cor e translucidez. O poli(metilmetacrilato) ¢ o polimero mais
utilizado no fabrico de resinas em medicina dentaria, principalmente na confeccao de
proteses dentarias acrilicas removiveis (Pfeiffeir & Rosenbauer, 2004; Palitsh et al.,
2012). Varios estudos in vitro mostram a sua biocompatibilidade (Gautam et al., 2012).
Este polimero apresenta propriedades dimensionais, Opticas, de coloracdo e fisicas
estdveis no meio intra-oral, caracteristicas favoraveis a sua aplicacdo em medicina
dentaria. Também ¢ um polimero de facil manipulacdo, apresentando-se normalmente
num sistema de po-liquido. O p6 contém grandes quantidades de poli(metilmetacrilato)
prepolimerizado, normalmente em forma de esferas, ao contrario do liquido. Estes dois
componentes, ao serem misturados nas proporc¢des definidas pelo fabricante, criam uma
massa acrilica que ird constituir a protese, apos a sua total polimerizagdo (Anusavice et
al., 2013). Em termos quimicos, os ésteres metilicos do acido metacrilico sdo as
unidades basicas de PMMA, mas existem outros componentes contidos nestes acrilicos

(Gautam et al., 2012).

As proteses acrilicas podem ser constituidas por resinas acrilicas autopolimerizaveis,
fotopolimerizéveis ou termopolimerizaveis, consoante o factor que inicia a reacc¢ao
(Tuna, Rohlig, Sancakli, Evlioglu & Gencay, 2013). Nas resinas autopolimerizaveis,
activadores quimicos como a amina tercidria causam a decomposi¢ao de peroxido de
benzoilo. Através desta activagdo quimica inicia-se a polimerizagcdo, podendo esta
reac¢do ocorrer a temperatura ambiente. Estas resinas consistem normalmente em dois
componentes, constituidos por um p6é e um liquido, ou duas pastas misturadas

posteriormente (Altintas & Usumez, 2009).
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As resinas fotopolimerizaveis sdo constituidas por matrizes de uretano dimetacrilato,
silica e mondmeros de resina acrilica de alto peso molecular (num s6 componente).
Através da incidéncia de luz, com um comprimento de onda entre os 400 e 500 nm,
ocorre a activagdo de agentes fotossensiveis, como a canforoquinona, que sio
iniciadores da fotopolimerizagdo (Shalaby & Salz, 2007; Anusavice et al., 2013). Aos
fotoiniciadores juntam-se co-iniciadores, inibidores, fotoestabilizadores e componentes

inorganicos na sua constituicao (Durner et al., 2010).

Nas resinas acrilicas termopolimerizaveis, a polimerizacdo ¢ iniciada por energia
térmica, seja através de um banho de agua, seja através de energia microondas (Gautam
et al., 2012). O sistema po-liquido caracteristico destas resinas apresenta na forma de
po, para além de poli(metilmetacrilato), pequenas quantidades do iniciador peroxido de
benzoilo, o qual inicia a polimerizacao, plastificantes como o dibutilftalato, pigmentos e
opacos (Singh et al., 2012). O liquido ¢ composto por mondémeros de metilmetacrilato
(ou outros como o hexametilglicol dimetacrilado e o hidroxiletilmetacrilato), pequenas
quantidades do inibidor hidroquinona, importante para aumentar o tempo de trabalho
(retarda a polimerizagdo) e prevenir o processo de polimerizacdo indesejado, e
plastificantes. =~ A principal diferenca das resinas  autopolimerizdveis e
termopolimerizéveis reside na forma pela qual o perdxido de benzoilo, que faz parte do
p6 do sistema pod-liquido, se divide e liberta radicais livres. Segundo Danesh et al.
(2012), as resinas termopolimerizdveis sdo normalmente constituidas por PMMA,

enquanto as fotopolimerizaveis derivam nao s6 de PMMA mas também de UDMA.

O metilmetacrilato ¢ um componente comum no liquido destas resinas de
poli(metilmetacrilato). Este composto ¢ um importante agente ‘“‘cross-linking” que
possui em cada molécula uma ligacdo dupla carbono-carbono (C-C), as quais sdo
essenciais na formagdo de cadeias de polimeros. O glicol dimetacrilato ¢ outro agente
“cross-linking”, quimicamente e estruturalmente similar ao metilmetacrilato, que pode
também estar presente. Este apresenta duas ligagdes duplas carbono-carbono (C-C) por
molécula, o que o torna capaz de polimerizar duas cadeias de polimeros separadas.
Estes agentes estdo presentes numa concentracdo de cerca de 1 a 2 % (Lung & Darvell,

2005; Gautam et al., 2012; Anusavice et al., 2013).
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A libertagao de mondémeros pelas resinas de PMMA depende de dois grandes factores: a
conversao monomero-polimero e o contetido/quantidade de mondmeros residuais. A
taxa de conversdo de mondmero para polimero indica o numero de ligagdes duplas
insaturadas que sdo convertidas em ligagdes simples saturadas, durante a polimerizacao
(Gautam et al., 2012). Quanto menor a conversdo, maior a eluicdo de mondémeros e

maior a citotoxicidade associada (Jorge, Giampaolo, Machado & Vergani, 2003).

A concentragdo de monomeros residuais depende da libertagdo de substincias ndo
incorporadas na rede polimérica, tais como monomeros, produtos da reaccdo e aditivos.
Esta esta dependente de trés factores: o método de polimeriza¢do, as condigcdes de
tempo e temperatura a que ocorre o ciclo de polimerizacdo e da existéncia/inexisténcia
de tratamentos pos-polimerizagdo (Bayraktar, Guvener, Bural & Uresin, 2000).
Relativamente ao método de polimerizagdo, sdo varios os estudos que demonstram que
a técnica de polimerizacdo térmica estd associada a uma menor libertagdo de
monémeros ndo ligados da rede de poli(metilmetacrilato). Tuna et al. (2013)
demonstrou que o método de polimerizagdo ¢ um importante factor na libertagdo de
mondmeros € que as resinas polimerizadas por energia microondas apresentam uma
eluicdo menor. Vallittu, Ruyter & Buykuilmaz (1998) e Bayraktar et al. (2006)
concluiram nos seus estudos, que a concentragdo de mondmeros residuais de MMA das
resinas de PMMA termopolimerizdveis, foi menor do que das resinas
autopolimerizaveis. Zissis, Yannikakis, Polyzois & Harrison (2008), durante 38 meses,
apOs polimerizag¢do e armazenamento em agua de amostras de resinas acrilicas, também
demonstraram que as resinas termicamente polimerizadas apresentam uma menor

percentagem de monomeros residuais libertados, face as quimicamente polimerizadas.

Estudos comparativos entre resinas termopolimerizaveis e resinas processadas por
outros métodos, comprovam que as resinas termicamente processadas sofrem uma
menor difusdo molecular e libertam menos mondémeros para o meio em estudo. Desta
forma, a citotoxicidade associada a estes materiais também ¢é menor (Ata &
Yavuzyilmaz, 2009). Assim, sera de esperar que uma maior libertacdo destes

mondmeros aumente o potencial citotoxico dos materiais (Michelsen, 2007).

Em relagdo as condigdes de polimerizagdo, investigagdes indicam que quanto maior a

temperatura utilizada e quanto mais tempo de polimeriza¢cdo, menor ¢ o contetido em
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produtos residuais (Lung & Darvell, 2005; Goldibi & Asghari, 2009). Harrison &
Hugget (1992), utilizando uma amostra de 23 proteses termopolimerizaveis, referem
que ciclos longos de cerca de 7 h sdo preferiveis a ciclos curtos de 1 ha 1,5 h. O mesmo

estudo refere que a temperatura de polimerizacdo a 100° C confere melhores resultados

do que a 70° C.

Virios tratamentos pds-polimerizagdo sdo eficazes na diminuicdo da quantidade de
monomeros residuais (Aradjo, Sayer, Pogo & Giudici, 2002). A imersdo em agua/saliva
de proteses dentérias, apds a sua confeccdo, ¢ recomendada para todo o tipo de resinas
(Gautam et al., 2012). O risco de irritacdo e sensibilidade pode ser minimizado pela
imersdo em agua durante 24 h, antes da sua entrega e insercdo (Singh et al., 2012).
Estudos como o de Singh et al. (2012) e de Tuna et al. (2013) mostram uma maior
libertacdo nas primeiras 24 h apos a polimeriza¢do e uma continua diminui¢ao ao longo
do tempo desta elui¢do. O uso de ondas microondas pos-polimerizacdo em amostras de
resinas auto, foto ou termopolimerizaveis, reduz também a quantidade de monémeros
residuais (Sheet, Almukhtar & Al-Ali, 2011). O mesmo acontece com tratamentos

térmicos como o banho de dgua (Bural et al., 2011).

Segundo Anusavice et al. (2013), o grau de polimerizagdo obtido pelas resinas
termopolimerizéveis ¢ maior do que nas autopolimerizdveis, o que demonstra maior
libertacdo de monomeros residuais por estas resinas quimicamente polimerizadas. A
libertagdo de mondmeros ndo ligados, ndo s6 ird provocar alteragdes nas propriedades
fisicas e quimicas das proteses, como também sdo uma fonte de reaccdes adversas e
alérgicas de importancia clinica. Além disto, as resinas termopolimerizaveis apresentam
uma estabilidade de cor maior. A presenga de aminas tercidrias nas resinas
quimicamente polimerizadas torna-as susceptiveis a oxida¢do e a alteragdes na

aparéncia da resina.

O tempo de utilizacdo das proteses acrilicas na boca dos doentes e a espessura da
protese dentaria sdo factores também a ter em conta, em relagdo a libertacdo de
substancias de resinas acrilicas (Lamb, Ellis & Priestley, 1982; Fletcher et al., 1983;
Sadamori & Kotani, 1992). Segundo Sadamori & Kotani (1992), a concentragdo de
monomeros residuais tende a ser menor em proteses utilizadas durante longos periodos

de tempo, face a periodos curtos. No trabalho de Fletcher et al. (1983), seccdes de maior
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espessura de resinas acrilicas autopolimerizéveis apresentaram menos libertacdo, em

comparaqﬁo com SGCQGGS de menor espessura.

Deste modo, constata-se que a polimerizagdo de MMA em PMMA ndo ¢ uma reacgao
quimica completa, o que faz com que a rede polimérica apresente monomeros livres, 0s
quais afectam as propriedades quimicas, fisicas e mecanicas dos materiais (Urban et al.,
2007; Sousa et al., 2014). A libertacdo destes mondmeros esta associada a inumeras
reaccOes adversas, podendo atingir ndo s6 as estruturas da cavidade oral, como podem
ser ingeridos pela saliva e excretados pela urina (Kleinsasser et al., 2006; Arossi,
Lehmann, Dihl, Reguly & De Andrade, 2010). Como de uma forma geral, as proteses
acrilicas removiveis sdo constituidas pelo polimero poli(metilmetacrilato), ¢ importante
a caracterizagdo dos mondmeros residuais libertados, nomeadamente de

metilmetacrilato, de forma a diminuir a exposi¢ao dos doentes a estes compostos.

Neste estudo realizou-se a andlise quantitativa e qualificativa dos compostos organicos
libertados para a saliva artificial, apés a confeccdo de amostras de resina acrilica
termopolimerizédvel. A tabela 1 mostra a estrutura quimica e linear dos monomeros
MMA e EMA libertados pelas amostras. Na tabela 2 sdo apresentadas algumas

propriedades fisicas relevantes associadas a estes mondmeros.

Tabela 1. - Estrutura quimica e linear dos monémeros MMA e EMA

Monomero Estrutura Quimica Estrutura Linear
CH,
MMA H,C o CH,=C(CH3)COOCH;
CAS: 80-62-6 H,C—0
CH, _
EMA H“c\/o\n)j\cm CH,=C(CH3)COOC,Hs
CAS: 128440-92-6 0

Nota: disponivel em http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.6406.htm1?rid=8d4cf1bc-70f4-
43¢b-833a-41683¢401201;  http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.7066.htm1?rid=6140e395-
ab6a-45d3-96b6-fe72d8add03f
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Tabela 2. Propriedades fisicas dos monémeros MMA e EMA

Mono6mero Peso Molecular Densidade Ponto de Ebulicao Indice de
(20°C) Refraccao

MMA 100,12 g mol™ 0,945 g mL™ 100,8° C n*%/p 1,414
EMA 114,14 g mol™ 0,917 gmL™ 118-119°C n’%/p 1,413

Nota: disponivel em http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.6406.htm1?rid=8d4cf1bc-70f4-
43¢b-833a-41683¢401201;  http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.7066.htm1?rid=6140e395-
ab6a-45d3-96b6-fe72d8add03f

1. Monomeros como materiais dentarios

Os polimeros sdo macromoléculas constituidas por mondmeros. Sao formados através
de reac¢des quimicas de polimerizacdo (Arrais, Giannini & Rueggeberg, 2009), que
convertem uma grande quantidade de moléculas de baixo peso molecular, designados
de mondmeros, em macromoléculas constituidas por longas cadeias de alto peso
molecular (Anusavice et al., 2013). Um radical iniciador inicia a reac¢do e a propagacgao
da mesma ocorre de forma linear (uma ligagdo dupla por monémero). Constituidas as
cadeias lineares, estas formam entre si polimeros tridimensionais. Forma-se assim uma
estrutura tridimensional, a partir da polimerizagdo dos radicais livres da matriz de

monoémeros (Shalaby & Salz, 2007).

As resinas acrilicas sdo compostas quer por estas macromoléculas e mondmeros, quer
por outros componentes que fornecem propriedades uteis aos materiais dentarios. Por
exemplo, ao nivel da dentisteria, os materiais acrilicos necessitam de ser moldados e
esculpidos antes de estarem completamente polimerizados. Assim, as resinas
poliméricas sdo plasticos que podem ser moldados permanentemente através de calor,
reac¢do quimica, ou pressao, apesar da sua estabilidade dimensional. De acordo com o
seu comportamento a alteragdes térmicas, os polimeros podem ser termoplasticos, se
adquirem uma mudanga morfolégica reversivel quando aquecidos, ou polimeros “termo

setting”, se adquirem uma mudanca morfologica irreversivel (Anusavice et al., 2013).
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Existem resinas acrilicas do ponto de vista quimico, que derivam do acido acrilico
(CH,=CHCOOH) e outras que derivam do acido metacrilico (CH,=C(CH3)COOH). Em
ambas a polimerizacdo ocorre por adicdo, na qual varios grupos ésteres destes
polidcidos permitem a reac¢do de ligagdo entre mondomeros (Anusavice et al., 2013). Na
reac¢do de polimerizagdo ocorre a quebra de ligagdes duplas C-C, a diminuicdo da
distancia intermolecular entre as cadeias poliméricas (0,3 - 0,4 mm) e formam-se
ligagdes covalentes C-C de aproximadamente 0,15 nm de distancia. As resinas acrilicas
passam de um estado viscoso para rigido (Gongalves, Filho, Guimardes, Poskus &

Silva, 2008; Vasugeva, 2009).

Os polidcidos apresentam polaridade ao nivel do grupo carboxilo, o que faz com que a
agua tenda a separar as cadeias poliméricas, provocando a libertagdo de monomeros e a
diminui¢do da sua for¢ca e resisténcia (Anusavice et al., 2013). Na presenca de
monomeros residuais hd menos conversao mondmero-polimero ¢ ha um aumento da

solubilidade e adsor¢ao de agua pelos materiais (Goldibi & Asghari, 2009).

O grau de conversdo diz respeito ao numero de ligacdes duplas C-C que passam a
ligagdes simples, durante a polimerizagdo (Michelsen, 2007; Miletic, Santini & Trkulia,
2009). A degradagdo, a resisténcia mecanica e a solubilidade dos materiais sdo
propriedades influenciadas pelo grau de conversdo (Gioka et al., 2005). Quanto menor
for o grau, maior a solubilidade dos materiais e consequente libertacio de mondmeros
residuais (Gongalves et al., 2008; Miletic et al., 2009). Quanto maior, mais resisténcia

mecanica apresentam os materiais (Sideridou, Tserki & Papanastasiou, 2002).

Segundo Seiss et al. (2009), apdés a polimerizagdo, os materiais resinosos podem
apresentar 60% de ligacdes duplas carbono-carbono. Existem assim reac¢des duplas que
ndo reagem, provocando a libertagdo de monodmeros residuais para a cavidade oral.
Estes mondmeros também podem permanecer pendentes na cadeia polimérica

(Sideridou et al., 2002; Gongalves et al., 2008).
As resinas e materiais poliméricos apresentam uma grande diversidade de aplicagdes,

sendo usados em 4areas como a ortopedia, oftalmologia, cirurgia reconstrutiva e

medicina dentiria (Sousa et al., 2014). Os materiais dentarios sdo dos materiais
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sintéticos mais utilizados em humanos (Michelsen et al., 2012). Na prostodontia sdo
utilizados na confeccdo de proteses acrilicas, como materiais de impressdo e de
rebasamento, como restauragdes provisorias e agentes de cimentagdo. Na dentisteria
operatéria sdo utilizados como materiais de restauracdo e de selamento radicular,
sistemas de adesdo, cimentos de resina ¢ iondémeros de vidro, selantes de fissura,
venners e para preenchimento de cavidades. Materiais poliméricos de preenchimento
canalar, como gutta-percha e selantes de canais radiculares, sdo também utilizados na
endodontia. Ao nivel da ortodontia podem ser aplicados na confeccdo de brackets e
resinas de adesdo (Kopperad, Kleven & Wellendorf, 2010; Durner et al., 2010;
Anusavice et al., 2013).

2. Poli(metilmetacrilato)

O poli(metilmetacrilato), o polimero de MMA, ¢é uma resina transparente com uma
claridade semelhante a dgua, que transmite luz num comprimento de onda de 250 nm. A
sua cor ndo sofre qualquer alteracdo com a luz ultravioleta, para além de apresentar boas
propriedades relativamente ao envelhecimento, o que demonstra a grande estabilidade
desta resina. Também se apresenta quimicamente estdvel a temperaturas menores ou
iguais a 125° C, tornando-se um material termoplastico moldavel. O PMMA acima dos
125° C comega a sofrer despolimerizacdo e a formar um PMMA de menor peso
molecular, 8 medida que liberta mondémeros de MMA. Aos 450° C, 90% do polimero
encontra-se despolimerizado. Com uma dureza de Knoop de 18 a 20 KHN, ¢ uma resina
resistente. A sua densidade ¢ de 1,19 g / cm’, o seu modulo de elasticidade ¢ de 2,4
GPa, e a sua forga de tensdo é de aproximadamente 60 MPa. E um polimero de fcil

manipulacdo, biocompativel e de grande durabilidade (Anusavice et al., 2013).

Na presenca de agua, o PMMA tem tendéncia a absorvé-la, ou seja, os seus grupos
carboxilo, mesmo esterificados, podem formar pontes de hidrogénio com a agua. Esta
difusdo molecular ocorre, pois este polimero apresenta uma estrutura nao cristalina com
grande energia interna e ¢ necessaria uma menor quantidade de energia de activagdo.
Este polimero de estrutura linear ¢ soluvel ndo s6 a 4gua, mas também a outros

solventes organicos como a acetona e o cloroférmio (Anusavice et al., 2013).
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Figura 1. Estrutura molecular MMA e PMMA

(http://www.alunosonline.com.br/quimica/polimetilmetacrilato-acrilico.html)

3. Metilmetacrilato (MMA)

A temperatura ambiente 0 mondmero metilmetacrilato ¢ um liquido transparente. Este
mondmero ¢ utilizado nas varias areas da medicina dentaria, tendo uma importancia
consideravel no fabrico de proteses removiveis totais e parciais. Na maior parte das
resinas acrilicas, o liquido MMA ¢ misturado com o polimero poli(metilmetacrilato),
dissolvendo-o e formando uma massa plastica, que serd posteriormente totalmente
polimerizada. Apresenta um conjunto de caracteristicas que tornam a sua aplicagdo
favoravel em areas como a prostodontia e a dentisteria: ponto de fusdo de 48° C, ponto
de ebulicao de 100,8° C, densidade de 0,945 g mL"! aos 20° C, peso molecular de
100,12 g mol™, temperatura de polimerizagio de 12,9 kcal mol”, uma elevada pressio

de vapor e ¢ um excelente solvente organico (Anusavice et al., 2013).

Este mondémero pode ser polimerizado numa grande variedade de condi¢des. Esta
polimerizacdo pode ocorrer através de calor, luz visivel ou ultravioleta, ou ainda
quimicamente, através de um iniciador. O grau de ligagdo entre mondmeros € a
formagdo de cadeias de polimeros dependem de factores como o grau de pureza, a
concentragdo do iniciador e a temperatura. A contrac¢ao de polimerizagao ¢ um factor a
ter em conta, pois 0 MMA puro sofre uma diminui¢do de volume de 21 % com esta

contrac¢do (Anusavice et al., 2013).
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4. O ambiente oral e a sua relacdo com a biodegradaciao dos materiais dentarios

A biodegradagdo das resinas acrilicas ¢ um factor de enorme importancia do ponto de
vista clinico. E definida como a mudanca das caracteristicas fisicas, quimicas e
mecanicas dos materiais, devido as condigdes orais (Bettencourt et al., 2010; Ivkovic

Bozovic, Ristic, Mirjanic & Jankovic, 2013).

O ambiente oral contém componentes enddgenos, tais como proteinas (IgA e mucinas) e
enzimas (histatinas, lisozimas, amilases), e componentes exdgenos (alcoois, acidos,
bases, compostos provenientes da dieta) que podem interagir de forma complexa e
variavel com os materiais dentarios utlizados (Bettencourt et al., 2010). Factores como a
saliva, a mastigacdo e alteracdes quimicas e térmicas da dieta, influenciam o
comportamento dos materiais dentdrios (Gautam et al., 2012). A temperatura pode
variar de 25° C a 45° C, o pH pode alterar-se rapidamente de 4cido para bésico e as
forcas mastigatdrias podem ser muito fortes (Singh et al., 2012). Estas interacgdes estao
relacionadas com a biodegradagdo dos materiais, que podem alterar as suas

caracteristicas ¢ func¢oes (Ferracane, 2006; Ivkovic et al., 2013).

A biodegradagdo envolve a libertacdo de compostos, que poderdo ser responsaveis por
inimeras reac¢des adversas celulares e tecidulares dos tecidos moles e estruturas da
cavidade oral. Estes mondmeros sdo assim resultantes de um processo de difusdo, em
que a agua penetra na matriz de polimeros e separa a ligacdo entre as cadeias
poliméricas (Chaves, Machado, Vergani, De Souza & Giampaolo, 2012). O uso de
inumeros materiais dentarios a base de resinas acrilicas, em areas como a dentisteria,
reabilita¢do oral, ortodontia, entre outros, aumenta a importancia clinica relativamente a
biocompatibilidade dos materiais (Ebadian, Razavi, Soleimanpour & Mosharraf, 2008;

Bettencourt et al., 2010; Ivkovic et al., 2013).

A solubilidade e absor¢ao sdo dois fendmenos que permitem a troca de compostos entre
o ambiente oral e os materiais dentdrios. A solubilidade em é4gua dos mondmeros
metacrilatos depende da sua estrutura quimica (Michelsen et al. 2012). A absorcdo de
agua pode provocar, através de hidrdlise, alteragdes nas propriedades fisicas e quimicas
dos materiais acrilicos e causar a libertagdo de mondmeros residuais. A saliva ¢ assim

um dos factores mais importantes na biodegradacdo das resinas acrilicas (Hagio,
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Kawaguchi, Motokawa & Miyazaki, 2006). Este liquido ¢ constituido principalmente
por agua, a qual tem capacidade de se difundir nos materiais acrilicos polares e provocar
a libertacdo de mondmeros residuais ndo ligados ou outros compostos (Poplawski,
Loba, Pawlowska, Szczepanska & Blasiak, 2010; Costella, Trochmann & Oliveira,
2010).

As resinas acrilicas na cavidade oral sdo também degradadas através da hidrolise
enzimatica. A acc¢do enzimdtica de hidrolases e esterases presentes na saliva, ao nivel
das ligacdes éster da rede de polimeros de metacrilato, leva a produgdo de produtos
toxicos, nomeadamente o acido metacrilato (MA) (Bettencourt et al., 2010; Ivkovic et
al., 2013). Este pode ser oxidado e produzir formaldeido (Kopperud et al., 2010). A
biodegradacdo também ocorre pelo metabolismo de microorganismos orais, através da
colonizag¢do bacteriana de materiais a base de resina. A fadiga dos materiais devido a
mastigacdo, ou seja, a repeticdo continua de forcas fracas, ¢ mais um factor responsavel
pela biodegradagdo. Alteragdes térmicas e quimicas da dieta podem provocar alteragdes
intraorais que também afectam a degradagdo dos materiais (Bettencourt et al., 2010;

Ivkovic et al., 2013).

As reacgOes adversas associadas a libertagdo de monomeros residuais, nomeadamente o
MMA, sdo frequentes na pratica clinica (Huang, Hu, Chang & Chou, 2000; Leggat &
Kedjarune, 2003). Os principais sinais clinicos orais sdo o rubor, a sensibilidade e dor
na mucosa oral e na degluticdo, o aparecimento de vesiculas e ulceras. Situacdes
patolégicas como irritagdo, inflamagdo, reacgdes alérgicas com possivel envolvimento
sistémico, edema labial e doengas como a estomatite protética ou a sindrome de boca
ardente, sdo também alguns exemplos (Chaves et al., 2012). Neste tltimo, a sensacao de
queimadura ocorre primeiro na mucosa palatina, em contacto com o dispositivo
protético maxilar, mas também na lingua, mucosa oral e orofaringe. A urticaria cronica
jé foi também reportada (Chaves et al., 2012). Varios estudos provam a citotoxicidade e
genotoxicidade dos mondmeros residuais de materiais dentdrios acrilicos (Imazato,
Horikawa, Nishida & Ebisu, 2007; Bural et al., 2011; Ivkovic et al., 2013). Na presenca
de sinais e sintomas orais deve ser sempre considerada a existéncia de reacgdes

alérgicas ou irritagdes (Chaves et al., 2012).

29



Caracterizagdo dos compostos organicos libertados apos a confecgdo e uso de proteses acrilicas removiveis — estudo
in vitro
Segundo Michelsen et al. (2012), varios estudos in vitro t€m demonstrado que grandes
concentragdes de monomeros metacrilatos, resultantes de materiais resinosos, sao
toxicos em células de mamiferos. As reacgoes adversas ao PMMA ¢ aos mondmeros
residuais de MMA s3o comuns. Estas reacdes ocorrem, quer através da formagao de um
produto resultante da reaccdo, entre o ambiente € um componente da resina, quer
através do contacto directo com os mondmeros, polimeros, iniciadores, inibidores ou
pigmentos (Anusavice et al., 2013). Por outro lado, investigagdes clinicas mostram que
um grande numero de doentes apresentam reac¢des adversas, ndo sé pouco tempo
depois da entrega das préteses, como também apos meses ou mesmo anos (Ivkovic et
al., 2013). Mikai, Koike & Fujii (2006) demonstraram que existe uma continua
libertagdo de monoémeros residuais ao longo dos anos, mesmo apdés 10 anos de

utilizacao.

Também os profissionais de saude, que contactam directamente com os materiais
dentarios, apresentam reac¢des como irritacdo e dermatite. Estas condigdes sao devidas
ao contacto com mondmeros, sem qualquer proteccdo das maos e dedos. Também deve
haver um especial cuidado relativamente a manipulacdo destes materiais, a qual deve
ser feita em areas bem ventiladas, impedido a sua inalacdo excessiva (Anusavice et al.,
2013). Um exemplo de que a manipulagdo e uso de MMA deve ser tida em conta em
termos de saude ocupacional, reside na sua utilizacdo em varios “settings” cirurgicos e
procedimentos médico-cirtirgicos. Apesar de ndo existirem provas concretas do seu
potencial carcinogénico, este apresenta potenciais efeitos adversos, como efeitos toxicos
em células neuronais e no sistema respiratério (Leggat, Smith & Kedjarune, 2009). A
figura 2 representa um caso de dermatite nos dedos de um profissional, associada a

manipulacdo de acrilicos.

Figura 2. Dermatite associada ao manuseamento de acrilicos - metacrilatos (Vieira et al., 2003)
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Segundo Bettencourt et al. (2010), inimeras investiga¢des indicaram que os varios
compostos libertados pelas resinas acrilicas utilizadas em medicina dentdria, em
particular as constituidas por MMA, tém um potencial de efeitos adversos, podendo
provocar citotoxicidade, genotoxicidade e alteracdes na expressdao de factores de
crescimento. Este potencial de efeitos adversos estd directamente relacionado com a
concentragdo de monomeros residuais, parecendo existir uma relagdo diretamente
proporcional (Van Landuyt et al., 2011). Desta forma, todos os materiais dentarios a
base de resina, utilizados na confec¢do de préteses dentdrias, devem cumprir o requisito
da norma ISO 1567-1999, ou seja, devem apresentar um valor de concentragdo de
monomeros residuais libertados inferior a 2,2 wt%. (Pfeiffer et al., 2004; Mohamed, Al-

jadi & Ajaal 2008; Lemus, Lancon, Maldonado & Morales, 2010).

Como resposta a estas reacgdes adversas, varias investigacdes foram elaboradas para o
estudo da libertagdo de mondmeros residuais de resinas acrilicas. Dentro dos varios
monoémeros residuais estudados, o metilmetacrilato ¢ um mondmero presente em
inimeros materiais dentarios, nomeadamente em resinas acrilicas termopolimerizaveis e
autopolimerizaveis. De uma forma geral, os estudos consistem na colocacdo de
amostras confeccionadas segundo o fabricante, com formas e tamanhos diferentes, num
liquido a temperatura ambiente ou a 37° C, durante um periodo de tempo variado. Um
dos liquidos utilizados ¢ a saliva humana ou artificial (Zissis et al., 2008; Bettencourt et

al., 2010; Ivkovic et al., 2013).

Num estudo levado a cabo por Kedjarune, Charoenworaluk & Koontongkaew (1999)
usou-se saliva humana ndo estimulada, para a quantificagdo da libertacdo de
metilmetacrilato de resinas autopolimerizaveis e termopolimerizaveis. Noutro estudo,
Gongalves et al. (2008) quantificou o nivel de metilmetacrilato libertado por resinas
autopolimerizaveis. O estudo realizado por Singh et al. (2012) tinha como objectivo
determinar a quantidade de MMA eluido, na saliva de doentes portadores de proteses

totais.
Os varios estudos, apesar da metodologia diferente, demonstram que a biodegradacao

de resinas acrilicas estd associada a libertagdo de componentes como o0 MMA, ésteres

ftalicos e aditivos como o perdxido de benzoilo (Lygre, Solheim & Gjerdet 1995).
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Viérias investigagdes, como a de Sofou, Tsoupi, Emmanouil & Karayannis (2005) e de

Singh et al. (2012), demonstraram que a libertacio de maiores quantidades de

monoémeros residuais eluidos ocorre nas primeiras 24 horas, ap6s a confegcdo e

colocacdo da amostra no meio em estudo. A libertagdo ¢ dependente do tempo, ja que

apos as 24 horas hd uma menor e mais lenta elui¢do ao longo do tempo (Kopperud et

al., 2010). Esta diminui¢@o pode ser expressa por uma hipérbole (Sadamori et al., 1992).

5. Saliva Humana e Saliva artificial

A saliva ¢ um liquido de relativa viscosidade presente na cavidade oral de forma
abundante. Com excepc¢do do sulco gengival, este liquido banha todas as superficies
dentarias, a mucosa e os ecossistemas primarios desta cavidade (Sala & Garcia, 2013).
E a este meio que os materiais dentarios, como as proteses acrilicas, estdo sujeitos.
Preferencialmente, os estudos relativos a biodegradagcdo de materiais dentarios devem
ser realizados neste meio. Apesar disto, a saliva natural € instavel e por isso inadequada
para estudos in vitro padronizados. A sintese de saliva artificial, com caracteristicas
similares a saliva natural, tornou-se uma opg¢ao valida, mas apesar disto, a duplicacio
exacta de saliva natural ¢ impossivel, devido a instabilidade da mesma. Souder e
Sweeney, em 1931, realizaram a primeira solugdo de saliva artificial, ao estudarem o
envenenamento por mercurio associado a restauragdes de amalgama. Desde ai, cerca de
60 solugdes foram criadas e varios estudos utilizaram solugdes de saliva artificial, cuja
composi¢ao varia consoante o estudo. Quando se realiza uma solucao de saliva artificial
¢ essencial clarificar a importancia de cada componente na saliva (Leung & Darvell,

1997; Duff6 & Castillo, 2004).

5.1. Breve nota sobre a composicio da saliva

Cada glandula salivar produz saliva com caracteristicas e composicdes diferentes, de
acordo com o tipo de alimentacgdo, factores intrinsecos da propria pessoa e higiene oral.
Apesar disto, todas elas formam e secretam uma solucdo aquosa com 99 % de agua e
compostos organicos e inorganicos diluidos. A saliva ¢ composta ainda por célcio,
fosfatos, fluoretos, tiocianato, hipotiocianato, iodo, cloro, bicarbonato, potassio, sodio,
magnésio, amoniaco e outros. Dos seus constituintes organicos destacam-se: hidratos de

carbono, lipidos, proteinas, glucoproteinas e péptidos. Das glucoproteinas, assumem
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especial importancia as proteinas ricas em prolina, as histatinas, as estaterinas, as
cistatinas, a alfa-amilase, a lactoperoxidase, a lactoferrina e as lisozimas (Sala & Garcia,

2013).

5.2. Saliva e condig¢des orais

As resinas acrilicas utilizadas em medicina dentaria estdo expostas ao ambiente hostil e
variavel da cavidade oral. Alteragdes térmicas intraorais induzem stress mecanico e
provocam a biodegradacdo da rede de polimeros dos materiais resinosos poliméricos, €
a consequente libertagdo de compostos residuais para a saliva (Bettencourt et al., 2010).
Por outro lado, alteracdes quimicas do pH podem influenciar a degradacdo dos
materiais. Segundo Cilli, Pereira & Prakki (2012), a hidrolise de resinas compostas
actuais ¢ maior num pH alcalino em relagdo a um pH neutro ou acido. A manutengdo do
pH entre valores normais de 6,5 e 7,5, através de reguladores da capacidade tampao
como o 130 bicarbonato, impede que ocorra uma diminui¢do excessiva do pH, associada
a desmineralizacdo dentaria e ao aparecimento de lesdes de carie, ou um aumento
excessivo do pH, associado a formacdo de tartaro. Esta capacidade tampado da saliva
impede assim a existéncia de grandes alteragcdes de pH, associadas a biodegradacao das

resinas acrilicas (Sala & Garcia, 2013).

6. Cromatografia — HPLC como meio de identificacio e quantificacio de

monomeros

O termo cromatografia diz respeito a uma familia de técnicas capazes de separar
amostras complexas em elementos mais simples. A cromatografia liquido-liquido (LC)
e a cromatografia gas-liquido (GC) sdo as duas principais técnicas cromatograficas.
(Michelsen, 2007; Ranjel et al., 2011). Segundo as normas ISO, a cromatografia gasosa
e a cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC) sdo os métodos para a andlise de
monoémeros residuais (Viljanen, Langer, Skrifvars & Vallittu, 2006). Shim & Watts
(1999) referem que estes sdo os métodos mais descritos na literatura. Estas técnicas
permitem uma andlise segura, precisa, exacta e medigdes quantitativas selectivas de
mondmeros em saliva. A cromatografia tem sido o método mais utilizado em
investigagdes relacionadas com a libertacio de compostos organicos de materiais

dentarios resinosos, tanto in-vitro como in-vivo (Michelsen et al., 2012).
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Segundo Bird (1989), a separacdo das moléculas através de cromatografia, depende das
diferencas nas propriedades fisicas das moléculas contidas nas amostras: a solubilidade
em solventes orgédnicos e aquosos, o tamanho molecular e a sua carga (negativa ou
positiva). A separacdo também depende da natureza quimica e das propriedades fisicas

da fase estacionaria e da fase movel a que a amostra € sujeita.

Uma coluna cromatografica ¢ usada para a separacdo de diferentes compostos. A
separacdo dos componentes de uma amostra complexa ¢ possivel através das
interac¢des ao longo de uma fase movel (liquido ou gas), que percorre a coluna, e outra
fase estaciondria, que se encontra no interior da coluna. Na cromatografia liquida,
ambas as fases sdo liquidas, enquanto que na cromatografia gas-liquido, a fase
estaciondria ¢ um liquido e a fase movel um gés. A fase estacionaria ¢ responsavel pela
definicdo e pela leitura de varios compostos analisados, pois € a sua maior ou menor
afinidade para com eles que possibilita que estes sejam arrastados a diferentes
velocidades ao longo da coluna, apresentando diferentes tempos de retengdo. A
migragdo e separa¢do dos compostos eluidos da amostra original ¢ realizada através da
fase movel para um detector. Os sinais produzidos designam-se picos e varios picos
formam o cromatograma da substancia. (Michelsen, 2007; Meyer, 2010; Ranjel et al.,
2011). Mediante as condi¢des laboratoriais, cada componente analisado apresenta no
cromatograma o seu tempo de retengdo, que ird corresponder ao ponto no qual o sinal
aparece no ecrd. A area e a altura de cada representacdo grafica ¢ proporcional a

quantidade de composto (Meyer, 2010).

Os picos formados no cromatograma fornecem informagao quantitativa e qualitativa da
amostra:

* Quantitativa — a quantidade de composto injectado ¢ proporcional a altura e a
area do pico; a partir destas duas varidveis, altura e area, obtidas de varias
solugdes com concentragdes conhecidas, ¢ possivel a realizagdo de um grafico
de calibracdo, a partir do qual se determina a concentragdo dos compostos de

uma amostra desconhecida (Meyer, 2010);

* Qualitativa — o tempo de reten¢do corresponde ao periodo percorrido entre a

injec¢do da amostra e a obtencao do sinal maximo de um determinado composto
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pelo cromatégrafo; o tempo de retencdo de um composto € constante para as
mesmas condi¢des cromatograficas; o pico de um determinado composto pode
ser identificado através da injeccdo do composto pretendido e depois
comparando tempos de reten¢do; factores como a velocidade de fluxo, o
tamanho da amostra, as dimensdes da coluna, a composi¢cdo da fase movel, o
tipo de fase estacionaria e a temperatura sdo condi¢des cromatograficas

qualitativas a ter em conta (Meyer, 2010).

O primeiro estudo sistematico relacionado com o que designamos hoje de cromatografia
foi realizado pelo botanico russo Michael Tswett. A técnica cromatografica evoluiu, e a
partir da década de 1970, a técnica HPLC, devido ao seu largo espectro de
aplicabilidade em inlimeras amostras, passou a ser muito utilizada, chegando mesmo,
nos dias de hoje, a ser o método cromatografico mais utilizado (Lough & Wainer,
2003). E um método validado cientificamente apresentando precisdo, exactiddo,
especificidade, linearidade, robustez e estabilidade, o que permite uma analise segura e
confiavel (Lough & Wainer, 2003). Esta técnica ¢ também muitas vezes designada de
cromatografia liquida de alta pressdo, pois segundo Martin e Synge em 1941, os pais da
cromatografia moderna, a fase estaciondria, para dirigir a fase mével pelo trajecto da

coluna, necessita de particulas muito pequenas e de uma alta pressdao (Meyer, 2010).

Neste estudo ¢ realizada uma andlise quantitativa e qualificativa dos compostos
organicos libertados para a saliva artificial, através do HPLC. Investigacdes recentes
desenvolveram e validaram este método, para a determinagdo de mondmeros residuais
de materiais dentarios poliméricos (Samanidou, Hadjicharalampous & Palaghias, 2012;

Gul, Miloglu & Akgul, 2014).

A cromatografia liquida de alta performance ¢ portanto utilizada na deteccdo de
substancias que se encontram em concentragdes vestigiais numa amostra, sendo estes
compostos em fase liquida separados normalmente em condi¢des de fase reversa. Os
componentes sdo detectados pela absorcdo de radiagdo U.V./visivel. Para que seja
possivel esta separag@o sdo utilizadas colunas cromatograficas, percorridas por uma fase
moével liquida relativamente polar (normalmente dgua) e compostas por materiais

apolares (Soeiro, 2009).
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Para que a separagdo ocorra ¢ fundamental um equipamento especializado e
dispendioso, que resista as elevadas pressdes associadas a este processo. Os resultados
reprodutiveis exigem condi¢des de separacdo reprodutiveis (Skoog, Holler & Crouch,
2007). Um instrumento de HPLC pode ser concebido com um tnico aparelho, ou pode
ser composto por varios elementos individuais, sendo este tltimo mais flexivel em caso
de falha de um componente individual. Além disto, ndo € necessario que todas as partes
do equipamento pertengam ao mesmo fabricante (Meyer, 2010). Os elementos de um
aparelho HPLC sdo: o reservatorio do solvente (um ou mais), uma bomba de alta-
pressdo, um dispositivo de injec¢cdo da amostra, um detector, um sistema de aquisi¢do e
tratamento de dados e uma coluna cromatografica (elemento de menor tamanho, apesar
da sua importancia). Existe ainda um termostato para controlo da temperatura (Meyer,
2010).

* Solvente — o solvente ou fase movel ¢ usualmente uma mistura de elementos
polares e ndo polares, em concentracdes variadas consoante a composicao da
amostra (dgua, acetona, acetonitrilo, metanol); qualquer contaminante presente
na coluna, como gases dissolvidos, pode causar alteragdes no solvente que passa
a coluna; esta contaminacdo estd associada a variabilidade nos tempos de
retencdo em varios ensaios repetidos, ou mesmo a alteracdes irreversiveis da

coluna (Skoog et al., 2007);

Figura 3. Sistema de solventes do aparelho HPLC-DAD (FCT-UNL) — fotografia do autor
* Bomba — ¢ responsavel por impulsionar o solvente e a amostra ao longo do

trajecto da coluna; este componente deve ser mantido constante, sem pulsagdes,

com uma adequada taxa de fluxo, algo que é conseguido na presenca de bombas
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de multi-pistdes; a existéncia de dois pistdes vai possibilitar que a taxa de fluxo
seja controlada por um pistdo, enquanto outro ¢ recarregado; a bomba de seringa
(bomba de infusdo) ¢ outro tipo de bomba que ndo pode ser usada no HPLC,
pois ndo produz tanta pressdo como a bomba de pistdo, apesar de haver um

maior controlo da taxa de fluxo (Skoog et al., 2007);

Figura 4. HPLC-DAD (FCT-UNL) — fotografia do autor

¢ Coluna — neste componente, os compostos da amostra sdo separados de acordo
com as diferentes interac¢gdes com o conteudo da coluna; os compostos que
ficam mais tempo adsorvidos ao adsorvente da coluna, pois interagem mais
fortemente com a fase estaciondria desta, apresentam tempos de retengdo
maiores; existem as colunas homogéneas, caso contenham sélidos como silica
ou alumina na fase estacionaria, e colunas ligadas (“bonded columns™) quando a
fase estacionaria ¢ um liquido ligado a um suporte so6lido (silica ou alumina)

(Skoog et al., 2007);

Figura 5. Coluna de fase reversa instalada no aparelho HPLC-DAD (FCT-UNL) — fotografia do autor
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* Detector — regista a presenca dos varios compostos da amostra; apesar de nao
existir um detector universal, o detector de HPLC comum ¢é um detector de
absor¢ao U.V., que absorve radiagdo U.V. de moléculas com tamanho médio e
grande; existem outros detectores que medem o indice de refraccdo e a
fluorescéncia; estd em desenvolvimento uma técnica que combina HPLC com
um detector NMR, que permite a quantificagao e a identificagdo de componentes
de uma amostra por ressonancia magnética nuclear, apds a separagdo pelo HPLC

(Skoog et al., 2007).

Figura 6. Detector de fotodiodos (Photodiode Array Detector)
do aparelho HPLC-DAD (FCT-UNL) — fotografia do autor

O uso do HPLC esta relacionado a riscos de satde causados por solventes toxicos,
irritagdo pulmonar pela fase estacionaria e perigos relacionados com altas pressdes.
Estes riscos inerentes a sua utilizacdo devem estar sempre associados ao respeito pelas
normas de seguranca gerais e do proprio instrumento, tal como deve acontecer com

qualquer outro equipamento laboratorial (Meyer, 2010).

Para que um método analitico seja realizado correctamente, este deve apresentar varios
aspectos fundamentais: definicdo do problema, obtencdo da amostra, realizacdo se
necessario de pré-tratamentos da amostra, medi¢do, calculo, avaliagdo e “reporting” dos
resultados. E essencial saber exactamente o que se pretende analisar e como obter a
amostra. Para que uma amostra seja representativa € necessario ter em consideragio se
esta ¢ solida, e por isso ndo homogénea, ou liquida/gasosa, e assim homogénea. Os pré-
tratamentos s3o cruciais para assegurar que o analito estd numa concentracao apropriada

e numa fase compativel com a técnica de medi¢ao. Medir, calcular, avaliar e “to report”,
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juntamente com métodos estatisticos, fazem obviamente parte de uma analise completa

(Lough & Wainer, 2003).

7. Justificacio e pertinéncia clinica do estudo

A utilizagdo em medicina dentaria de materiais com base em resinas acrilicas e a
aplicacdo de mondmeros metacrilatos e do polimero poli(metilmetacrilato) ¢&,
atualmente, bastante generalizada em varias areas. Uma delas ¢ a prostodontia,
nomeadamente na confec¢do de proteses dentarias totais e parciais (Seiss et al., 2009).
Caracteristicas como a insolubilidade e a impermeabilidade aos fluidos orais, a
biocompatibilidade e a ndo toxicidade tém sido largamente estudadas (Schedle,
Ortengren, Eidler, Gabauer & Hensten, 2007). Nos varios estudos realizados verifica-se
que estas resinas, ao contactarem com meios como a agua ou a saliva, apresentam
libertagdo de componentes para o meio (Dogan, Bek, Cevikt & Usanmaz, 1995;
Vallittu, Miettinen & Alakuijala, 1995; Bettencourt et al., 2010). A libertacdo de
compostos, em particular de mondmeros residuais como o MMA, estd associada a
reacgdes adversas tais como irritagdes, ulceras, edemas, mas também a citotoxicidade e
a genotoxicidade (Bettencourt et al., 2010; Chaves et al., 2012; Ivkovic et al., 2013). A
eluicdo de monomeros estd dependente de factores como o método de polimerizacdo, as
condi¢des de temperatura e de tempo a que ocorre o ciclo de polimerizagdo, o tempo de
utilizagdo das proteses dentarias, a espessura da mesma, e da existéncia/inexisténcia de
tratamentos pos-polimerizagdo (Lamb et al., 1982; Fletcher et al., 1983; Bayraktar et al.,
2006).

O poli(metilmetacrilato) é o polimero mais utlizado na confec¢do de proteses dentérias
acrilicas removiveis (Palitsh et al., 2012), e o metilmetacrilato o principal componente
das resinas de poli(metilmetacrilato) (Anusavice et al., 2013). Considerando que a
polimerizacio de MMA em PMMA ndo ¢ uma reac¢do quimica completa, e que os
monomeros residuais resultantes desta reac¢do estdo associados a inumeras reacgoes
adversas, torna-se importante este estudo de investigagcdo, em termos cientificos e

clinicos, de forma a diminuir a exposi¢ao dos doentes a estes componentes.
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8. Objectivos de estudo

1. Identificar os mondmeros residuais, presentes na saliva artificial, libertados

pelos blocos de acrilico com distintas areas superficiais;

2. Quantificar os mondmeros residuais, presentes na saliva artificial, libertados

pelos blocos de acrilico com distintas areas superficiais;

3. Identificar os componentes quimicos libertados pelos blocos de acrilico que

possam ndo estar descritos pelo fabricante;

4. Quantificar e qualificar a concentragdo dos mondmeros existentes na saliva

artificial, relativamente ao seu potencial de efeitos adversos;
5. Caracterizar o decaimento (por unidade de tempo) da concentragdo dos

monoémeros existentes na saliva artificial, em funcdo das diferentes areas

superficiais dos blocos de acrilico.
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Introdugédo

9. Hipoteses de estudo

As hipéteses nulas H(0) deste trabalho sdo:

» A quantidade de mondmeros libertados na saliva ¢ independente da area

superficial do bloco de acrilico utilizado;

» A concentracdo de monoémeros libertados na saliva artificial ¢ independente do

seu decaimento por unidade de tempo;

» Nao existe uma relagdo proporcional entre a concentragdo de monodmeros

presentes na saliva artificial e o seu potencial de efeitos adversos.

As hipéteses H(1) deste trabalho sdo:

» A quantidade de mondmeros libertados na saliva ndo ¢ independente da area

superficial do bloco de acrilico utilizado;

» A concentragdo de mondmeros libertados na saliva artificial ndo ¢ independente

do seu decaimento por unidade de tempo;

» Existe uma relagdo proporcional entre a concentragdo de mondmeros presentes

na saliva artificial e o seu potencial de efeitos adversos.
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II. Materiais e métodos

1. Caracterizacao do estudo

Este ¢ um estudo observacional, analitico e prospectivo. Foram confeccionados 30
blocos de acrilico em resina acrilica ProBase® Hot (Ivoclar Vivadent — technical), e

analisados in vitro em saliva artificial.

2. Local do estudo

Este estudo foi realizado no Laboratorio de Bioquimica do Instituto Superior de
Ciéncias da Saude Egas Moniz, no Laboratorio Interno de Protese Dentaria da Escola
Superior de Satide Egas Moniz e no Laboratério de Quimica Organica Fisica-Quimica
Radicalar do Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da

Universidade Nova de Lisboa.

3. Seleccdo da amostra

Foram confecionados com resina acrilica ProBase® Hot (Ivoclar Vivadent — technical),
consoante as instrugdes do fabricante, 30 blocos de acrilico. Os mesmos foram
seleccionados por conveniéncia e divididos em 3 grupos de estudo com areas

superficiais distintas:

» Grupo A — 10 blocos apresentaram 2 c¢m largura x 2 cm comprimento x 2
mm espessura; Imediatamente ap6s a polimerizagdo dos blocos de
acrilico, cada bloco foi colocado ¢ identificado num frasco de vidro
(SCHOTT DURAN) envolvido em aluminio, ¢ imerso em 10 mL de
saliva artificial, durante 72 h a 37° C = 1° C. Ap6és 24 h, 48 he 72 h
foram retirados 200 pL de cada amostra, com o auxilio de uma
micropipeta (Labnet International, Inc e Microlit), e colocados num
insert de 200 pL, dentro de um vial (Specanalitica equipamentos

cientificos, 1da).
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» Grupo B - 10 blocos apresentaram 2 cm largura x 2 cm comprimento x 4

mm espessura; Imediatamente ap6s a polimerizacdo dos blocos de

acrilico, cada bloco foi colocado e identificado num frasco de vidro

(SCHOTT DURAN) envolvido em aluminio, ¢ imerso em 10 mL de

saliva artificial, durante 72 h a 37° C + 1° C. Ap6s 24 h, 48 he 72 h

foram retirados 200 pL de cada amostra, com o auxilio de uma

micropipeta (Labnet International, Inc e Microlit), e colocados num

insert de 200 pL, dentro de um vial (Specanalitica equipamentos

cientificos, 1da).

» Grupo C - 10 blocos apresentaram 4 cm largura x 4 cm comprimento x 8
mm espessura; Imediatamente ap6s a polimerizacdo dos blocos de
acrilico, cada bloco foi colocado e identificado num frasco de vidro
(SCHOTT DURAN) envolvido em aluminio, ¢ imerso em 10 mL de
saliva artificial, durante 72 h a 37° C = 1° C. Ap6és 24 h, 48 he 72 h
foram retirados 200 pL de cada amostra, com o auxilio de uma
micropipeta (Labnet International, Inc e Microlit), e colocados num

insert de 200 pL, dentro de um vial (Specanalitica equipamentos

cientificos, 1da).

Figura 7 e 8. Conjunto de 5 vials no carrossel do aparelho HPLC-DAD e Micropipetas (FCT-UNL) —

fotografia do autor
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3.1. Critérios de inclusao

Foram incluidos na amostra todos os blocos de acrilico de resina acrilica
termopolimerizavel ProBase® Hot (Ivoclar Vivadent — technical), que foram obtidos a

partir das condi¢des apresentadas pelas instrugdes do fabricante.

4. Pré-requisitos para a seleccio da amostra

4.1. Preparaciao da saliva artificial

A saliva artificial foi realizada tendo por base a formula descrita por Urban et al. (2009),
a qual, por sua vez, foi descrita por Fusyama, et al. (1963). Neste estudo, a féormula
utilizada tem algumas alteracdes na concentragdo de CaCl,2H,0, face a formula base,
pois quando o pH passava a neutro, a solucdo tinha a tendéncia a se tornar turva e criar
precipitados de calcio. Desta forma, usou-se a formula NaCl (0,4 g), KCI (0,4 g),
CaCl,2H,0 (0,2 g), NaH,PO42H,0 (0,78 g), Na;S9H,0 (0,005 g), ureia (1,0 g) e dgua
destilada (1000 mL), com um pH neutro.

Todos estes reagentes foram retirados da sua embalagem com uma espatula metalica,
colocados numa balanca analitica para pesagem e adicionados a 1000 mL de 4gua Milli-
Q. Através de uma placa de agitagdo magnética conseguiu-se uma melhor
homogeneiza¢ao dos componentes (Urban et al, 2009). A solucdo de saliva artificial foi
preparada num baldo volumétrico com um volume de 1000 mL e conservada a

temperatura ambiente.

Figura 9. Saliva artificial no baldo volumétrico e material utilizado na realizagdo da solugdo de saliva

artificial (FCT-UNL) — fotografia do autor
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4.2. Preparaciao dos blocos de acrilico
4.2.1. Resina acrilica utilizada no estudo - ProBase® Hot (Ivoclar Vivadent —

technical)

A ProBase® Hot (Ivoclar Vivadent - technical) ¢é wuma resina acrilica
termopolimerizével, utilizada em medicina dentédria na confec¢do de proteses acrilicas.

Virios métodos de polimerizagdo térmica permitem varias aplicagdes deste material.

Aplicac¢do: O ProBase® Hot (Ivoclar Vivadent - technical) aplica-se da seguinte forma,
segundo o fabricante - eliminar a cera do gesso com agua a ferver, isolar as superficies
do gesso humidas com duas camadas do isolante Separating Fluid Ivoclar Vivadent e
deixar secar, e por fim, com gesso, posicionar o modelo no interior da mufla (podem-se
criar retengdes nos dentes, para assegurar uma correcta unido com o material da
prétese). A proporcao ideal de mistura para uma proétese € de 22,5 g de pd (polimero) e
10 mL de liquido (mon6émero). Para realizar uma mistura com uma proporg¢ao ideal, e
para que ocorra uma minima contrac¢do de polimerizagdo, o fabricante aconselha o uso
de um sistema de dosagem (com dois cilindros de medida, um para o po, outro para o
liquido, ambos graduados). O fabricante também aconselha o armazenamento do

material num local escuro, bem ventilado e fresco, a uma temperatura de 2 a 28° C.

Composicao: esta resina termopolimerizavel ¢ constituida por um sistema poé-liquido.
Apresenta componentes sob a forma de pd, como o poli(metilmetacrilato) em grandes
quantidades, ¢ em menores quantidades o iniciador peroxido de benzoilo, o qual ¢
responsavel pela iniciagdo do processo de polimerizacdo, pigmentos e agentes de
amolecimento. Os componentes liquidos sdo predominantemente mondmeros nao

polimerizados de metilmetacrilato, catalisadores e o agente de ligagdo dimetacrilato.

Indicacdes: confeccdo de proteses totais, proteses parciais, proteses combinadas e

rebasamentos.
Contra-indicacdes: contacto intra-oral directo com o material ndo polimerizado e caso

o doente apresente qualquer alergia provada a um dos componentes da resina (efeitos

colaterais como reacgdes alérgicas).
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Figura 10 e 11. Resina acrilica utilizada no estudo - ProBase® Hot (Ivoclar Vivadent — technical)

(ESCSEM) — fotografia do autor:

4.2.2. Material laboratorial utilizado na realizacio dos blocos de acrilico dos
Grupo A,BeC

* Espatula de gesso;

* Bisturi / Faca de cera / Faca de gesso;

* QGraal;

* Balanga digital (Digital Scale — Velleman);
* Godé de silicone;

* Proveta de vidro de 25 mL;

*  Muflas (2);

* Isolante gesso-gesso / acrilico-gesso;

* Placas termoplasticas 0,80 (Dentaflux)

* Resina acrilica ProBase® Hot (Ivoclar Vivadent - technical)
* Polimerizadora;

* Isolante Separating Fluid Ivoclar Vivadent;
* Espatula para manipulagao do acrilico;

* Prensa;

* Material de acabamento e polimento;

* Bridas;

* Vibrador.
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4.2.3. Preparacio dos blocos de acrilico do Grupo A

Foram realizados 10 blocos de placas termoplasticas 0,80 (DentaFlux) com as
dimensdes 2 cm x 2 cm x 2 mm, para posterior confec¢do dos blocos de acrilico em
resina termopolimerizavel; Espatulou-se gesso tipo III para preenchimento da mufla e
colocou-se o gesso na mufla; Foram colocados os blocos de placas termoplésticas no
gesso (6 numa mufla e 4 noutra mufla); Isolou-se o gesso e os blocos com separador de
gesso (Separating Fluid Ivoclar Vivadent), sendo retirado o excesso de isolante, e
deixou-se secar; Preencheu-se a contra-mufla com gesso tipo III e fechou-se a tampa da

mufla;

Figura 12 e 13. Exemplo de 6 placas termoplasticas (Dentaflux) utilizadas neste estudo (ESCSEM) e da

mufla com 6 placas termoplasticas — fotografia do autor

Aplicagao:

Foram colocadas as muflas em bridas (com capacidade para 3 muflas) em agua a ferver
durante cerca de 5 minutos, para evitar que os blocos de placas termoplasticas
derretessem; Removeram-se os blocos, isolaram-se as superficies de gesso humidas com

duas camadas de Separating Fluid Ivoclar Vivadent e deixou-se secar;

Mistura:

A propor¢do ideal de mistura para uma protese, para a resina acrilica ProBase® Hot
(Ivoclar Vivadent - technical), ¢ de 22,5 g de p6 (polimero) e 10 mL de liquido

(mondémero); Com uma espatula metalica misturou-se completamente o polimero e o

mondmero na propor¢do indicada; Deixou-se o material maturar no recipiente de
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manipulag¢do fechado durante 8 a 10 minutos (maximo), na temperatura ambiente (23°

C/73°F);,

Tempo util de Trabalho:

Apb6s maturacdo de 8 a 10 minutos, trabalhou-se o material durante 20 minutos

(méximo), a temperatura de 23° C/ 73° F;

Prensagem:

Com quantidade suficiente de resina acrilica, preencheu-se as duas metades isoladas da
mufla; Segundo as instru¢des do fabricante, a resina devia estar a uma temperatura de
40° C / 104° F, instru¢do esta que ndo foi cumprida, por incapacidade de medir a
temperatura a que a resina se encontrava; Cuidadosamente, fechou-se a mufla na prensa

com 80 bar de pressdo; Travou-se a mufla e manteve-se a pressao;

Polimerizacao

Colocou-se a mufla fechada em agua fria, aqueceu-se até 100° C (212° F) e deixou-se

ferver durante 45 minutos.

Arrefecimento

Deixou-se a mufla arrefecer durante 30 minutos a temperatura ambiente e de seguida

arrefeceu-se com agua fria;

Desmuflagem e acabamento

A mufla foi aberta totalmente fria e removeu-se o gesso; Foi feito o acabamento e

polimento de maneira habitual.

Nota: O aumento da temperatura de polimerizagdo e o prolongamento do tempo de
polimerizacdo podem alterar o teor de monomeros residuais. Este procedimento padrao

¢ recomendado por permitir um nivel 6ptimo de monodmero residual (< 2,2 %).
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Figura 14. Exemplo de bloco do grupo A — fotografia do autor

4.2.4. Preparaciao dos blocos de acrilico do Grupo B:

Foram realizados 20 blocos de placas termoplasticas 0,80 (DentaFlux) com as
dimensdes 2 cm x 2 cm x 4 mm, para posterior confec¢do dos blocos de acrilico em
resina termopolimerizavel (foram colocadas 2 placas termoplasticas uma em cima da
outra para obter 4 mm de espessura); Espatulou-se gesso tipo III para preenchimento da
mufla e colocou-se o gesso na mufla; Foram colocados os blocos de placas
termoplasticas no gesso (12 numa mufla e 8 noutra mufla); Isolou-se o gesso e os
blocos com separador de gesso (Separating Fluid Ivoclar Vivadent), sendo retirado o
excesso de isolante, e deixou-se secar; Preencheu-se a contra-mufla com gesso tipo Il e

fechou-se a tampa da mufla;

Aplicagao:

Foram colocadas as muflas em bridas (com capacidade para 3 muflas) em agua a ferver
durante cerca de 5 minutos, para evitar que os blocos de placas termoplasticas
derretessem; Removeram-se os blocos, isolaram-se as superficies de gesso humidas com

duas camadas de Separating Fluid Ivoclar Vivadent e deixou-se secar;

Mistura:

A propor¢ao ideal de mistura para uma protese, para a resina acrilica ProBase® Hot
(Ivoclar Vivadent - technical), ¢ de 22,5 g de p6 (polimero) e 10 mL de liquido

(mondémero); Com uma espatula metalica misturou-se completamente o polimero e o

mondmero na propor¢do indicada; Deixou-se o material maturar no recipiente de
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manipulag¢do fechado durante 8 a 10 minutos (maximo), na temperatura ambiente (23°

C/73°F);,

Tempo util de Trabalho:

Apb6s maturacdo de 8 a 10 minutos, trabalhou-se o material durante 20 minutos

(méximo), a temperatura de 23° C/ 73° F;

Prensagem:

Com quantidade suficiente de resina acrilica, preencheu-se as duas metades isoladas da
mufla; Segundo as instru¢des do fabricante, a resina devia estar a uma temperatura de
40° C / 104° F, instru¢do esta que ndo foi cumprida, por incapacidade de medir a
temperatura a que a resina se encontrava; Cuidadosamente, fechou-se a mufla na prensa

com 80 bar de pressdo; Travou-se a mufla e manteve-se a pressao;

Polimerizacao

Colocou-se a mufla fechada em agua fria, aqueceu-se até 100° C (212° F) e deixou-se

ferver durante 45 minutos.

Arrefecimento

Deixou-se a mufla arrefecer durante 30 minutos a temperatura ambiente e de seguida

arrefeceu-se com agua fria;

Desmuflagem e acabamento

A mufla foi aberta totalmente fria e removeu-se o gesso; Foi feito o acabamento e

polimento de maneira habitual.

Nota: O aumento da temperatura de polimerizacdo e o prolongamento do tempo de
polimerizacdo podem alterar o teor de monoémeros residuais. Este procedimento padrao

¢ recomendado por permitir um nivel 6ptimo de monodmero residual (< 2,2 %).
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Figura 15. Exemplo de bloco do grupo B — fotografia do autor

4.2.5. Preparacio dos blocos de acrilico do Grupo C:

Foram realizados 40 blocos de placas termoplasticas 0,80 (DentaFlux) com as
dimensdes 2 cm x 2 cm x 8§ mm, para posterior confec¢do dos blocos de acrilico em
resina termopolimerizavel (foram colocadas 4 placas termoplasticas umas em cima das
outras para obter 8 mm de espessura); Espatulou-se gesso tipo III para preenchimento
da mufla e colocou-se o gesso na mufla; Foram colocados os blocos de placas
termoplasticas no gesso (24 numa mufla e 16 noutra mufla); Isolou-se o gesso e os
blocos com separador de gesso (Separating Fluid Ivoclar Vivadent), sendo retirado o
excesso de isolante, e deixou-se secar; Preencheu-se a contra-mufla com gesso tipo Il e

fechou-se a tampa da mufla;

Aplicagao:

Foram colocadas as muflas em bridas (com capacidade para 3 muflas) em agua a ferver
durante cerca de 5 minutos, para evitar que os blocos de placas termoplasticas
derretessem; Removeram-se os blocos, isolaram-se as superficies de gesso humidas com

duas camadas de Separating Fluid Ivoclar Vivadent e deixou-se secar;

Mistura:

A propor¢ao ideal de mistura para uma protese, para a resina acrilica ProBase® Hot
(Ivoclar Vivadent - technical) ¢ de 22,5 g de p6 (polimero) e 10 mL de liquido

(mondémero); Com uma espatula metalica misturou-se completamente o polimero e o

mondmero na propor¢do indicada; Deixou-se o material maturar no recipiente de
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manipulag¢do fechado durante 8 a 10 minutos (maximo), na temperatura ambiente (23°

C/73°F);,

Tempo util de Trabalho:

Apb6s maturacdo de 8 a 10 minutos, trabalhou-se o material durante 20 minutos

(méximo), a temperatura de 23° C/ 73° F;

Prensagem:

Com quantidade suficiente de resina acrilica, preencheu-se as duas metades isoladas da
mufla; Segundo as instrugdes do fabricante a resina devia estar a uma temperatura de
40° C / 104° F, instru¢do esta que ndo foi cumprida, por incapacidade de medir a
temperatura a que a resina se encontrava; Cuidadosamente, fechou-se a mufla na prensa

com 80 bar de pressdo; Travou-se a mufla e manteve-se a pressao;

Polimerizacao

Colocou-se a mufla fechada em agua fria, aqueceu-se até 100° C (212° F) e deixou-se

ferver durante 45 minutos.

Arrefecimento

Deixou-se a mufla arrefecer durante 30 minutos a temperatura ambiente e de seguida

arrefeceu-se com agua fria;

Desmuflagem e acabamento

A mufla foi aberta totalmente fria e removeu-se o gesso; Foi feito o acabamento e

polimento de maneira habitual.

Nota: O aumento da temperatura de polimerizacdo e o prolongamento do tempo de
polimerizacdo podem alterar o teor de monomeros residuais. Este procedimento padrao

¢ recomendado por permitir um nivel 6ptimo de monodmero residual (< 2,2 %).
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Figura 16. Exemplo de bloco do grupo C — fotografia do autor

Figura 17. Material utilizado no Laboratorio Interno (ESCSEM) — fotografia do autor

Figura 18 e 19. Polimerizadora, panela e prensa utilizadas no Laboratério Interno (ESCSEM) —

fotografia do autor
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5. Armazenamento

5.1. Armazenamento ProBase® Hot (Ivoclar Vivadent - technical)

A resina acrilica termopolimerizavel ProBase® Hot (Ivoclar Vivadent — technical) foi
armazenada segundo as instrugdes do fabricante num local escuro, fresco e bem

ventilado, a uma temperatura entre 2 ¢ 28° C (36 a 82° F).

5.2. Armazenamento blocos de acrilico

Logo a seguir a confec¢do dos blocos de acrilico de cada um dos grupos, estes foram
colocados num frasco de vidro (envolvido em aluminio), correctamente identificado,
com 10 mL de saliva artificial, e imediatamente armazenados numa estufa (J.P. Selecta,
s.a. - n° de série 0452742) a 37° C + 1° C, durante 72 h. No grupo A e B foram
utilizados frascos de vidro SCHOTT DURAN. No grupo C, para que o volume de saliva
artificial ndo fosse alterado entre grupos, ou seja, para que os blocos de 2 mm x 2 mm x
8 mm de espessura ficassem totalmente imersos no mesmo volume (10 mL de saliva

artificial) foram utilizados outros frascos de vidro.

Figura 20. Exemplo de 10 frascos de vidro (SCHOTT DURAN), envolvidos em aluminio, com os blocos

de acrilicos do GA, em 10 mL de saliva artificial — fotografia do autor

Figura 21. Exemplo de 10 frascos de vidro (SCHOTT DURAN), envolvidos em aluminio, com os blocos

de acrilicos do GB, em 10 mL de saliva artificial — fotografia do autor
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Figura 22. Exemplo de 10 frascos de vidro, envolvidos em aluminio, com os blocos de acrilicos do GC,

em 10 mL de saliva artificial - fotografia do autor

thei b - -|‘... —

Figura 23,24 e 25. Exemplo de 3 frascos de vidro (sem aluminio), correctamente identificados, com os

blocos de acrilicos do GA, GB e GC, em 10 mL de saliva artificial — fotografia do autor

Figura 26. Amostras na estufa (FCT-UNL) - fotografia do autor
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6. Reagentes e solucdoes HPLC

A fase moével foi preparada com os solventes acetonitrilo (grau para HPLC), obtido pela
Carlo Erba Reagents Group (DINO029121N), e agua ultra pura, obtida pelo sistema
Milli-Q50 de purificacdio de 4gua (Diwer Technologies — n° de série DWI100-
06090026), na propor¢ao de 75:25 respectivamente. Estes solventes foram filtrados por
vacuo, através de filtros de nylon, com 47 mm de didmetro e 0,45 pm de tamanho de

poro (Millipore).

Os compostos utilizados neste estudo foram o metilmetacrilato — MMA - (adquirido
pela Sigma-Aldrich Chemistry — lote STBB1655A0) e o etilmetacrilato — EMA -
(adquirido pela Sigma-Aldrich Chemistry — lote SHBB5460V). Os constituintes da
solucdo de saliva artificial, ja4 descrita anteriormente, foram os restantes reagentes

utilizados.

Foram preparadas solugdes frescas de MMA e EMA em saliva artificial, ambas com

200 ug mL™" (solugdo mée), para posteriormente se elaborarem as curvas de calibragio.

7. Quantificacio e identificacdo por HPLC-DAD

Para a quantificacdo e identificacdo dos mondmeros residuais das amostras de saliva
artificial em estudo apds 24 h, 48 h e 72 h, foi utilizada uma High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) Waters Alliance 2690 de bomba quaternaria, associada a um
detector de fotodiodos (DAD — photodiode array detector, Waters 996). As amostras
foram separadas usando uma coluna de fase reversa C18 (Kinetex 150 x 4,6 mm; 2,6
um de tamanho de particula). A eluicdo dos compostos MMA e EMA realizou-se de
forma isocratica unitaria, a um fluxo de 0,4 mL min™', usando como eluente uma
solugdo de acetonitrilo a 75 % e dgua Milli-Q50 a 25 %. A eluigdo foi registada numa
gama espectral entre os 190 e 400 nm. O tempo total de corrida foram 7 minutos e o
volume de injec¢do foi de 50 pL. Cada amostra foi injectada em duplicado. O sistema
HPLC foi controlado pelo software MassLynx v4.1. Para os dois compostos preparou-
se uma série de dilui¢des da solugio mie (200 pg mL™") em saliva artificial, para uma

gama de concentragdes de 0,1; 0,5; 1 e 2,5 g mL™.
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Figura 27. Aparelho de HPLC-DAD utilizado neste estudo (FCT-UNL) - fotografia do autor

8. Linearidade e limites minimos de quantificacio e de deteccio

Para a quantificacio dos compostos MMA e EMA durante os varios ensaios, foi
efectuada uma recta de calibragdo de concentragdo vs. area do pico, usando o método de
padrio externo. A analise do coeficiente de regressido (R?) das rectas e dos limites
minimos, detectavel e quantificavel (LOD, LOQ), tendo em consideracdo o desvio
padrdo residual (sy/x) de cada recta, permitiu determinar a linearidade para cada
composto. Das varias amostras dos diferentes grupos, imersas num frasco com 10 mL
de saliva artificial, foram retirados de cada frasco 200 pL, e colocados em diferentes
vials, os quais foram congelados para armazenamento. Posteriormente, estes 200 puL de
cada amostra foram colocados num insert de 200 pL, que por sua vez foi colocado num
vial com tampa e septo de teflon, preparado para ser colocado no auto-sampler do

cromatografo.

Tabela 3. Métodos de elui¢do dos compostos no estudo de deteccdo

MMA 75 25 202 4,70 0,4

EMA 75 25 202 5,23 0,4
A — Acetonitrilo
B - Agua Milli-Q
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9. Desenvolvimento dos métodos cromatograficos

Foi realizada uma optimizacdo das condi¢des cromatograficas, que permitiram a
deteccdo dos mondmeros residuais, antes da analise das amostras. Para a optimizagao
das variaveis em HPLC, na analise dos mondémeros MMA e EMA, foi usada, nas
condi¢des cromatograficas descritas anteriormente, a coluna de fase reversa CI18

(Kinetex 150 x 4,6 mm; 2,6 um de tamanho de particula).

Para a optimizacdo do método cromatografico e estabelecimento das condicdes
cromatograficas, foi preparada uma solu¢io mée de 200 pg mL™"' em saliva artificial,
para o composto MMA e para o composto EMA. Desta solugdo realizaram-se 4
diluigdes com concentragdes de 0,1 ug mL™, 0,5 pg mL™, 1 pg mL'e 2,5 pg mL™", e
posteriormente foram injectados 50 pL de cada uma das dilui¢des, para andlise no

HPLC-DAD.

Para a validacdo do método e dos resultados e para assegurar a credibilidade dos
mesmos, foi avaliada a linearidade. Como j& foi referido, a partir de uma solugdo-mae
de 200 pg mL™, foram preparadas em saliva artificial quatro solugdes-padrio a
dilui¢des crescentes, que variavam entre 0,1; 0,5; 1; 2,5 ug mL". A andlise destas
solucdes permitiu realizar uma recta de calibragdo, a qual relaciona a concentragdo do
composto com a area do pico do analito (resposta do instrumento). Foi feita a analise de
cada concentracdo em duas replicadas, sendo determinado o desvio-padrdo das areas

dos picos.

O limite de quantificacdo (LOQ) corresponde a quantidade de analito que pode ser
seguramente quantificado sob as condigdes experimentais estabelecidas (Lough &
Wainer, 2003), ou seja, ¢ a mais pequena quantidade de analito quantificavel numa
amostra, com o detector utilizado. No método utilizado, a determinagdo do LOQ foi

realizada considerando a equagao 1:

LOQ = % (equagao 1)
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onde DP corresponde ao desvio padrao residual, B ao declive e o valor 10 corresponde a
uma constante K, que toma o valor de 10 para um nivel de confianca de 99,7%, tendo
em conta que a distribuicdo de erros ¢ representada por uma curva de gausse (Rangel et

al., 2011).

O limite de deteccdo (LOD) corresponde a quantidade de analito que pode ser
seguramente detectado, sob as condi¢des experimentais estabelecidas (Lough & Wainer,
2003), ou seja, ¢ a mais pequena quantidade de analito que € possivel detectar numa
amostra, com o detector utilizado. A determinacdo do LOD foi realizada considerando a

equagdo 2, em que a constante K toma o valor de 3,33 (Rangel et al., 2011):
LOD = % (equagdo 2)
10. Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados com recurso ao software IBM SPSS Statistics (v.
21). Utilizaram-se medidas de estatistica descritiva (média, desvio padrdo) e
metodologias de analise estatistica inferencial, nomeadamente testes para a comparagao
dos valores médios, tomando como referéncia, para a rejei¢ao das hipoteses nulas, um

nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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II1. Resultados

No presente estudo foram analisados 30 blocos de acrilico, confeccionados com a resina
acrilica ProBase® Hot (Ivoclar Vivadent —technical), divididos em 3 grupos de 10

blocos, com distintas areas superficiais. Esta andlise permitiu identificar e quantificar a

libertagdo de mondmeros residuais por parte desta resina acrilica.

1. Identificacio dos monomeros residuais libertados pelos blocos de acrilico para a
saliva artificial

Foram identificados, através da técnica de HPLC, dois mondmeros residuais nas
amostras analisadas, MMA e EMA, em qualquer um dos Grupos (A, B ou C). As

figuras 28 a 34, demonstram que o método utilizado apresentou uma detecgdo e
separacdo dos analitos adequada e eficiente.
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Figura 28. Cromatograma de 50 uL da solugdo padrdo de MMA + EMA a 0,1 pg mL™', com uma coluna
de fase reversa C,g, de forma isocratica unitaria, com a fase movel AcCN/H,0 (75:25, v/v) apH 7, a um

fluxo de 0,4 mL min™ (tama = 4,70 € tiema = 5,23)
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Figura 29. Cromatograma de 50 uL da solugdo padrdo de MMA + EMA a 0,5 ug mL™', com uma coluna

de fase reversa Cg, de forma isocratica unitaria, com a fase movel AcCN/H,O (75:25, v/v) apH 7, a um

fluxo de 0,4 mL min™ (tama = 4,70 € tipma = 5,23)
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Figura 30. Cromatograma de 50 uL da solugdo padrdo de MMA + EMA a 1 pg mL™, com uma coluna de

fase reversa Cis, de forma isocratica unitaria, com a fase mével AcCN/H,O (75:25, v/v) apH 7, a um

fluxo de 0,4 mL min™ (tama = 4,70 € tipma = 5,23)
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Kinetics C18 2.6u JB1
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Figura 31. Cromatograma de 50 uL da solugdo padrdo de MMA + EMA a 2,5 ug mL™', com uma coluna
de fase reversa Cg, de forma isocratica unitaria, com a fase movel AcCN/H,O (75:25, v/v) apH 7, a um

fluxo de 0,4 mL min™ (tama= 4,70 € tipma = 5,23)
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Figura 32. Exemplo de cromatograma de 50 pL do grupo A (A10) as 24 h, com uma coluna de fase
reversa Cg, de forma isocratica unitaria, com a fase movel AcCN/H,O (75:25, v/v) a pH 7, a um fluxo de

0,4 mL min™ (tauwa = 4,70 € tipma = 5,23)
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Figura 33. Exemplo de cromatograma de 50 pL do grupo B (B2) as 24 h, com uma coluna de fase
reversa Cg, de forma isocratica unitaria, com a fase movel AcCN/H,O (75:25, v/v) a pH 7, a um fluxo de

0,4 mL min™ (tama = 4,70 € tipma = 5,23)
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Figura 34. Exemplo de cromatograma de 50 pL do grupo C (C1) as 24 h, com uma coluna de fase
reversa Cg, de forma isocratica unitaria, com a fase movel AcCN/H,O (75:25, v/v) a pH 7, a um fluxo de

0,4 mL min™ (tama = 4,70 € tipma = 5,23)
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Figura 35. Espectro de U.V. dos monémeros MMA (A) e EMA (B) — Ageteceao = 202 nm.

2. Quantificacio dos mondmeros residuais libertados pelos blocos de acrilico para

a saliva artificial

Como referido anteriormente, a andlise de quatro solucdes-padrdo a dilui¢des

crescentes, que variavam entre 0,1 ug mL™, 0,5 pg mL™", 1 pg mL"'e 2,5 ug mL™ (a

partir de uma solugdo-mie de 200 ug mL™), foi essencial para relacionar a concentragio

do composto com a area do pico do analito (resposta do instrumento), através de uma

recta de calibracdo que traduzisse esta relacdo (figura 36).
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Figura 36. Rectas de calibragdo para o MMA e EMA

A andlise de cada concentragdo em duas replicadas e a determinagdo do desvio-padrao

das areas dos picos, permitiu verificar que existe uma linearidade satisfatéria no
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intervalo selecionado, com coeficientes de correlagdo de 0,9996 para o MMA e 0,9962

para o EMA.

Tabela 4. Resultados da calibragéo linear

Mondémeros Equacio da Recta R?
MMA y = 6897x 0,9996
EMA y =5722x 0,9962

Relativamente ao limite de quantificagdo e ao limite de detec¢@o, os valores de LOD e

LOQ, para cada um dos compostos, estdo descritos na tabela 5.

Tabela 5. Valores de LOQ e LOD referentes ao MMA e EMA

Monomero LOQ LOD
MMA 5,7263E-09 1,7179E-09
EMA 4,4388E-09 1,3317E-09

A concentragdo do mondémero MMA em cada uma das amostras foi obtida através da
andlise por HPLC e da realizac¢do das rectas de calibragdo, descritas anteriormente. Foi
calculada a média e o desvio padrdo para cada grupo de amostras (A, B e C) as 24 h, 48

h e 72 h de armazenamento

2.1. Analise comparativa das concentracoes médias de MMA — pg mL™" - entre os

grupos A, B,Cas24h,48he72h

Analise comparativa da libertacio de MMA entre grupos as 24 h

A andlise comparativa dos valores de concentragio de MMA entre os grupos A, B e C
as 24 h, revelou que a quantidade de mondmeros libertados na saliva artificial ndo ¢
independente da area superficial do bloco de acrilico utilizado (tabelas 6 e 7), tendo-se
encontrado diferencas com significado estatistico, para um nivel de significancia de 5

%, nos valores médios de concentragcdo de MMA, entre os trés grupos: entre A e B (p =
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0,015; teste Tukey HSD), entre A e C (p < 0,001; teste Tukey HSD), e entre B e C (p <
0,001; teste Tukey HSD), as 24 h. A figura 37 ilustra esta comparagao.

Tabela 6. Média e desvio padrio da [MMA] (ug mL™) dos grupos A, Be C 4s 24 h

Grupo | N Média Desvio Padrio

A 9 0,0094 0,0033
B 10 0,0150 0,0026
C 10 0,0240 0,0057

Tabela 7. Anélise comparativa da [MMA] (ug mL™)

entre grupos as 24 h

uuuuu

Grupo |
B 0,015*% - o]
A :
C 0,000*
A 0,015* 7 o %
B

0,000% | é

0,000*

>0

B 0,000*

*Diferen¢a com significado estatistico  Figura 37. Concentragdo de MMA no Grupo A,BeCas24 h

Analise comparativa da libertacio de MMA entre grupos as 48 h

A andlise comparativa dos valores de concentragio de MMA entre os grupos A, B e C
as 48 h, revelou que a quantidade de mondmeros libertados na saliva artificial ndo ¢
independente da area superficial do bloco de acrilico utilizado (tabelas 8 e 9), entre os
grupos A e B (p = 0,005; teste Games-Howell) e B e C (p = 0,017; teste Games-
Howell), tendo-se encontrado diferengas com significado estatistico, para um nivel de
significancia de 5 %, nos valores médios de concentragio de MMA. Também revelou
que a quantidade de mondmeros libertados na saliva artificial ¢ independente da area
superficial do bloco de acrilico utilizado (tabelas 8 e 9), entre os grupos A ¢ C (p =
0,071; teste Games-Howell), ndo se tendo encontrado valores médios de concentragao
de MMA significativamente diferentes, para um nivel de significancia de 5 %. A figura

38 ilustra esta comparacao.
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Tabela 8. Média e desvio padrdo da [MMA] (ug mL™) dos grupos A, B e C as 48 h

Grupo | N Média Desvio Padrio

A 8 0,0043 0,0008
B 10 0,0165 0,0088
C 10 0,0066 0,0029

Tabela 9. Anélise comparativa da [MMA] (ug mL™)

entre grupos as 48 h

Grupo p
B 0,005 | e
A
C 0,071
A 0,005*
B
C 0,017+
A 0071 | ™ =
C - T T
B 0,017% ’ )

*Diferenca com significado estatistico ~ Figura 38. Concentragdo de MMA no Grupo A, Be C as48 h

Analise comparativa da libertacio de MMA entre grupos as 72 h

A andlise comparativa dos valores de concentragdio de MMA entre os grupos A, B e C
as 72 h, revelou que a quantidade de mondmeros libertados na saliva artificial ndo ¢
independente da area superficial do bloco de acrilico utilizado (tabelas 10 e 11), entre os
grupos B e C (p = 0,045; teste Games-Howell), tendo-se encontrado diferengas com
significado estatistico, para um nivel de significincia de 5 %, nos valores médios de
concentragdo de MMA. Também revelou que a quantidade de mondmeros libertados na
saliva artificial ¢ independente da area superficial do bloco de acrilico utilizado (tabelas
10 e 11), entre os grupos A e B (p = 0,447; teste Games-Howell) e A e C (p = 0,271;
teste Games-Howell), ndo se tendo encontrado valores médios de concentracdo de
MMA significativamente diferentes, para um nivel de significancia de 5 %. A figura 39

ilustra esta comparacao.
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Tabela 10. Média e desvio padrio da [MMA] (ug mL™) dos grupos A, Be C as 72 h

Grupo | N Média Desvio Padrio

A 9 0,0022 0,0019
B 8 0,0034 0,0024
C 8 0,0011 0,0007

Tabela 11. Analise comparativa da [MMA] (ug mL™)
entre grupos as 72 h

Grupo p
B 0,447
A
C 0,271 E,
A 0,447
B 3
C 0,045*
A 0,271
B 0,045 oo

*Diferenga com significado estatistico ~ Figura 39. Concentracio de MMA no Grupo A, B e C as 72h

2.2. Analise comparativa das concentracdoes médias de MMA — pg mL™" - entre

diferentes tempos de armazenamento (24 h, 48 h e 72 h) nos grupos A, Be C

Analise comparativa da libertacio de MMA entre os trés tempos de

armazenamento para o Grupo A

Relativamente a concentragdo de MMA entre os diferentes tempos de armazenamento
(24 h, 48 h e 72 h) no Grupo A, podemos observar que a concentracdo de mondmeros
libertados na saliva artificial ndo ¢ independente do seu decaimento por unidade de
tempo, entre o periodo de 24 h de armazenamento e os tempos 48 h e 72 h. E

independente entre o periodo de armazenamento de 48 h e as 72 h (tabelas 12 e 13).

A figura 40 ¢ representativa das diferengas com significado estatistico, para um nivel de
significancia de 5%, nos valores médios de concentracdo de MMA, entre as 24 h de
armazenamento e as 48 h (p = 0,013; teste anova de medidas repetidas), e entre as 24 h
de armazenamento e as 72 h (p = 0,003; teste anova de medidas repetidas), no Grupo A.

Entre as 48 h de armazenamento e as 72 h (p = 0,104; teste anova de medidas
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repetidas), ndo existem valores médios de concentracdo de MMA significativamente

diferentes, para um nivel de significancia de 5 %, no Grupo A.

Estimated Marginal Means of conc_MMA
Grupo: A

0080

10060~

Estimated Marginal Means

0040

10020

tempo

Figura 40. Concentragdo de MMA as 24 h (1), 48 h (2) e 72 h (3) de armazenamento no Grupo A

Tabela 12. Média e desvio padrio da [MMA] (ug mL™) as 24 h, 48 h ¢ 72 h no grupo A

Tempo (h) N Média Desvio Padrao
24 7 0,0080 0,0023
48 7 0,0044 0,0009
72 7 0,0026 0,0019

Tabela 13. Analise comparativa da [MMA] (ug mL™) entre tempos de armazenamento no grupo A

Grupo p

2 0,013*

1
0,003*
1 0,013*

2
0,104
1 0,003*

3
2 0,104

*Diferenca com significado estatistico

Analise comparativa da libertacio de MMA entre os trés tempos de

armazenamento para o Grupo B
Relativamente a concentracdo de MMA entre os diferentes tempos de armazenamento

(24 h, 48 h e 72 h) no Grupo B, podemos observar que a concentracdo de mondmeros

libertados na saliva artificial ndo ¢ independente do seu decaimento por unidade de
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tempo entre o periodo de 72 h de armazenamento ¢ os tempos 24 h ¢ 48 h. E

independente entre o periodo de armazenamento de 24 h e as 48 h (tabelas 14 e 15).

A figura 41 ¢é representativa das diferencas com significado estatistico, para um nivel de
significancia de 5 %, nos valores médios de concentragdo de MMA, entre as 72 h de
armazenamento e as 24 h (p < 0,001; teste anova de medidas repetidas) e entre as 72 h
de armazenamento e as 48 h (p = 0,001; teste anova de medidas repetidas), no Grupo B.
Entre as 24 h de armazenamento e as 48 h (p = 0,652; teste anova de medidas repetidas)
ndo existem valores médios de concentragdo de MMA significativamente diferentes,

para um nivel de significancia de 5 %, no Grupo B.
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Figura 41. Concentragdo de MMA as 24 h (1), 48 h (2) e 72 h (3) de armazenamento no Grupo B

Tabela 14 . Média e desvio padrdo da [MMA] (ug mL™) s 24 h, 48 h e 72 h no grupo B

Tempo (h) N Média Desvio Padrao
24 9 0,0153 0,0026
48 9 0,0169 0,0093
72 9 0,0034 0,0024

Tabela 15. Andlise comparativa da [MMA] (ug mL™) entre tempos de armazenamento no grupo B

Grupo p

2 0,652
1

3 0,000*

1 0,652
2

3 0,001*

1 0,000*
3

2 0,001*

*Diferenga com significado estatistico

71




Caracterizagdo dos compostos organicos libertados apos a confecgdo e uso de proteses acrilicas removiveis — estudo
in vitro

Analise comparativa da libertacio de MMA entre os trés tempos de

armazenamento para o Grupo C

Relativamente a concentragdo de MMA entre os diferentes tempos de armazenamento
(24 h, 48 h e 72 h) no Grupo C, podemos observar que a concentracdo de mondmeros
libertados na saliva artificial ndo ¢ independente do seu decaimento por unidade de

tempo, entre todos os periodos de armazenamento.

A figura 42 ¢ representativa das diferencas com significado estatistico, para um nivel de
significancia de 5 %, nos valores médios de concentracio de MMA, entre os trés
periodos de armazenamento no Grupo C: entre as 24 h e as 48 h (p < 0,001; teste anova
de medidas repetidas), entre as 24 h e as 72 h (p < 0,001; teste anova de medidas
repetidas) e entre as 48 h e as 72 h (p = 0,001; teste anova de medidas repetidas).
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Figura 42. Concentragdo de MMA as 24 h (1), 48 h (2) e 72 h (3) de armazenamento no Grupo C

Tabela 16. Média e desvio padrio da [MMA] (ng mL™) as 24 h,48 h e 72 h no grupo C

Tempo (h) N Média Desvio Padrao
24 8 0,0228 0,0052
48 8 0,0063 0,0031
72 8 0,0011 0,0007
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Tabela 17. Andlise comparativa da [MMA] (ug mL™) entre tempos de armazenamento no grupo C

Grupo p
2 0,000*
1
0,000*
1 0,000*
2
0,001*
1 0,000*
3
2 0,001*

*Diferenga com significado estatistico

2.3. Relacio entre a concentracio de MMA libertado e o valor de referéncia da
norma ISO 1567-1999

Segundo a norma ISO 1567-1999, todos os materiais utilizados na confeccdo de
proteses dentarias devem apresentar um valor de concentracdo de mondmeros residuais
libertados inferior a 2,2 wt% (Pfeiffer & Rosenbauer, 2004; Mohamed et al., 2008;
Lemus et al., 2010). Através da conversdo deste valor para pg mL™" (2,2 x 10® pg mL™),
foi possivel a comparagdo desta concentragdo com o presente estudo. Nesta
investigacdo verificou-se que a libertagdo do composto MMA em todos os grupos de
estudo (A, B e C), nos trés tempos de armazenamento (24 h, 48 h e 72 h), se encontrava
acima deste valor. Todos os valores médios sdo significativamente superiores ao valor
de referéncia. Existem assim diferencas significativas, para um nivel de significancia de
5 %, entre os valores médios de concentragio de MMA e o valor de referéncia, no
grupo A (tabelas 18, 19), no grupo B (tabelas 20, 21), e no grupo C (tabelas 22, 23), nos
trés tempos de armazenamento (p < 0,001; teste t-Student). Pode-se desta forma
observar, que ndo existe uma relacdo proporcional entre a concentragdo de mondmeros

existentes na saliva artificial e o seu potencial de efeitos adversos.
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Tabela 18. Média e desvio padrio da [MMA] (ug mL™) as 24 h, 48 h e 72 h no grupo A (para

comparagio com o valor de referéncia 2,2 x 10™* ug mL™)

Tempo (h) | n Média Desvio Padrao
24 9 0,0094 0,0033
48 8 0,0043 0,0008
72 9 0,0022 0,0019

Tabela 19. Analise comparativa da [MMA] (ug mL™") s 24 h, 48 h e 72 h no grupo A, com o valor de

referéncia 2,2 x 10® pg mL™!

Tempo (h) p
24 0,000*
48 0,000*
72 0,008*

*Diferenga com significado estatistico

Tabela 20. Média e desvio padrio da [MMA] (ug mL™) as 24 h, 48 h ¢ 72 h no grupo B

(comparagio com o valor ug mL™)

Tempo (h) N Média Desvio Padrao
24 10 0,0150 0,0026
48 10 0,016 0,0088
72 9 0,0034 0,0024

Tabela 21. Analise comparativa da [MMA] (ug mL™") s 24 h, 48 h e 72 h no grupo B, com o valor de

referéncia 2,2 x 10® pg mL™!

Tempo (h) p
24 0,000*
48 0,000*
72 0,003*

*Diferenga com significado estatistico
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Tabela 22. Média e desvio padrio da [MMA] (ng mL™) as 24 h,48 h e 72 h no grupo C

(comparagio com o valor ug mL™)

Tempo (h) N Média Desvio Padrao
24 10 0,0240 0,0057
48 10° 0,0066 0,0029
72 8 0,0011 0,0007

Tabela 23. Analise comparativa da [MMA] (ug mL™") s 24 h, 48 h e 72 h no grupo C, com o valor de

referéncia 2,2 x 10® pg mL™!

Tempo (h) p
24 0,000*
48 0,000*
72 0,003*

*Diferenga com significado estatistico

2.4. Componentes libertados que nao estiao descritos pelo fabricante
Para além do monémero MMA referenciado, foi identificado um componente ndo

descrito pelos fabricantes, nos grupos de estudo A, B e C, em todos os tempos de

armazenamento. Este mondémero ¢ o etilmetacrilato (EMA).

75



Caracterizagdo dos compostos organicos libertados apos a confecgdo e uso de proteses acrilicas removiveis — estudo
in vitro

76



Discussdo

IV. Discussao

1. Avaliacdo e comparacio da quantidade de monomeros libertados para a saliva

artificial

A avaliacdo dos resultados obtidos no presente estudo, permite afirmar que a quantidade
de monomeros libertados para a saliva artificial estd de acordo com os valores
apresentados em vdrios estudos prévios, com condigdes comparaveis. No primeiro
artigo apresentado na tabela 6 (Tuna et al., 2013) o mondémero MMA foi identificado
em amostras de saliva artificial (pH 7), que continham blocos de resina
termopolimerizavel, confeccionados segundo um racio monémero / polimero igual ao
utilizado neste estudo (10 mL / 22,5 g), e armazenados durante 24 h. A concentragdo
obtida, apos 24 h de imersdo em saliva artificial, foi ligeiramente maior no estudo deste
autor (0,074 + 0,005 pg mL™), que nesta investigagdo (em qualquer um dos grupos de
estudo). Este ligeiro aumento pode dever-se ao maior tamanho dos blocos
confeccionados, apresentando todos eles 65 mm de didmetro e 40 mm de altura. Desta
forma, o estudo realizado, o qual apresenta uma metodologia semelhante, parece ir de

encontro aos resultados obtidos nesta investigacdo de Tuna et al. (2013).

Relativamente ao segundo artigo apresentado na tabela 6 (Singh et al., 2013), foi
identificado e quantificado o mondémero MMA, na saliva humana de 30 doentes
portadores de proteses totais, apos 24 h e 72 h da sua colocag@o na boca. Verifica-se que
a concentragio do composto as 24 h (0,3 £ 0,09 ug mL™) e as 72 h (0,05 + 0,01 pg mL"
") ¢ superior as concentragdes obtidas em qualquer um dos grupos neste estudo (nos
mesmo tempos de armazenamento). Apesar de serem valores comparaveis, a diferenca
na quantidade de monomeros libertados poder-se-a dever ndo s, ao facto dos blocos
confeccionados no presente estudo (GA, GB e GC) apresentarem uma dimensao muito
inferior as proteses totais, como também por estas estarem sob a acc¢do da saliva natural
e das condigcdes variaveis da cavidade oral (hidrdlise enzimatica, alteracdes da
temperatura ¢ mudancgas quimicas, mastigacdo, ac¢do microbiana), as quais estdo
associadas a uma maior biodegrada¢do e libertagdo de monodmeros residuais.
Contrariamente ao estudo de Singh et al. (2013), no trabalho realizado os blocos foram
imersos em saliva artificial a pH neutro, a uma temperatura constante, sem qualquer

enzima.
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Como se pode observar na tabela 6, Soufou et al. (2005) apresentou no seu artigo
concentragdes de MMA de trés resinas termopolimerizaveis diferentes (20 a 100 pg mL"
!, diminuindo das 24 h para as 72 h) superiores aos obtidos neste estudo. Apesar de
existirem algumas variacdes na metodologia, pois os blocos de menores dimensdes
foram armazenados em &agua de-ionizada (23 + 2° C) durante 24 h, antes da sua
colocacdo em 8 mL de saliva artificial, os resultados sdo comparédveis tanto as 24 h,
como as 48 h e 72 h de armazenamento. Também no estudo de Celebi et al. (2008) se
verifica que a concentra¢do apds 48 h de armazenamento em 4gua nanopura ¢ superior

ao presente estudo (0,564 + 0,131 pg mL™).

As resinas termopolimerizaveis utilizadas actualmente no mercado apresentam uma
menor concentracio de MMA libertado, comparativamente a investigagcdes mais
antigas. E o caso do quinto estudo apresentado na tabela 6, da autoria de Vallittu et al.
(1995), que utiliza para a realizagdo de trés blocos de resina acrilica, uma resina
termopolimerizdvel da mesma marca comercial que a seleccionada para o presente
estudo. A concentragio de MMA ap6s 24 h de armazenamento (34,5 + 9,8 ug mL™)
apresenta-se bastante superior relativamente ao trabalho realizado. Apesar do
armazenamento ter sido feito num meio diferente (4gua a 37° C), e os blocos
confeccionados no estudo de Vallittu et al. (1995) serem ligeiramente menores (2 mm x
4 mm x 50 mm) que os grupos A, B e C da presente investigagdo, os valores obtidos por
resinas termopolimerizaveis da mesma marca comercial (Probase Hot, Ivoclar) sdo
comparaveis. A concentracdo mais elevada parece demonstrar que, de 1995 para os dias
de hoje, existiu uma evolugdo relativamente a diminui¢cdo quantitativa de mondmeros

residuais libertados.

O mesmo acontece no ultimo artigo de Kedjarune et. al. (1999) apresentado na tabela 6,
no qual as concentragdes de MMA descritas, comparativamente ao presente estudo, sdo
bastante superiores apos 24 h e 48 h de armazenamento. No trabalho de investiga¢do
deste autor, através de cromatografia gasosa, foram medidas as quantidades de MMA
presentes em amostras de saliva humana nao estimulada, as quais continham blocos de
resina termopolimerizavel (8 mm x 35 mm x 3 mm). Foi realizada a mesma
metodologia para trés resinas diferentes. O facto dos blocos estarem imersos em saliva

natural podera ser uma das razdes para a maior quantidade de MMA libertado, pois esta
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apresenta constituintes enzimaticos que aumentam a degradacdo dos materiais

dentarios. A dimensdo dos blocos é outro factor a ter em conta.

Tabela 24. Concentragdo (ug mL™") de MMA encontrada em vérios estudos com resinas

termopolimerizaveis

[MMA] (pg mL™) -

Técnica média + desvio padrio Resina termopolimerizavel
Autor cromatografica (ap6s 24 h/48 h /72 h de utilizada (racio
armazenamento)* mono6mero/polimero)
Tuna et al. HPLC 24 h—0,074 + 0,005 Paladent,  Hevaeus  Kulzer
(2013) GmbH (10 mL /22,5 g)
Trevalon, Dentsply India Pvt
Singh et al. HPLC 24 h-0,3+0,09 Ltd, Delhi, India (0,417 mL g'l)
(2013) 72 h-0,05+0,01
Triplex, Ivoclar AG, Schaan
HPLC Apods 24 h /48 h / 72 h a | Liechtenstein (1:3.5);

Sofou et al.

(limite de detecg@o

concentragdo estd proxima

(2005) 20ugmL"a100 | do limite de detecgdo, | Paladon 65, Kulzer & Co.
pg mL™) diminuindo das 24 h para | GmbH, Germany (1:3.5);
as 72 h
Type 15, Ivoclar AG, Schaan
Liechtenstein (1:3.5)
Celebi et al. HPLC 48h—-0,564 +0,131 Paladent,  Hevaeus  Kulzer
(2008) GmbH (10 mL /23,4 g)
Vallittu et al. HPLC 24h—-345+9,8 Probase Hot, Ivoclar, Schaan,
(1995) Liechtenstein (10 mL /22,5 g)
H1:24 h —<1,;
GC 48 h—-2,36 +4,73; HI- Rodex (0,428 mL g');

Kedjarune et

al. (1999)

(limite de detecg@o

14 gmL™);

H2:24 h-68,21 + 36,98;
48 h—34,13 £ 60,33;

H3:24 h—-243,2+155,5;
48 h—-6,38 £5,78;

H2- Trevalon (0,417 mL g);

H3- Meliodent (0,427 mL g)

Nota: sdo apresentadas as concentragdes de MMA nos tempos contemplados nos estudos.
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2. Libertacao de monémeros residuais

O ambiente da cavidade oral interage de forma complexa com os materiais dentérios.
Esta interac¢do esta dependente de componentes enddgenos, como enzimas, € exogenos,
como componentes da dieta (Bettencourt et al., 2010). O comportamento de materiais a
base de resinas acrilicas ¢ influenciado por factores como a saliva, a mastigacao,
alteracdes térmicas e quimicas, a hidrdlise enzimatica e os microorganismos orais

(Gautam et al., 2010; Bettencourt et al., 2010).

Segundo Bettencourt et al. (2010) e Ivkovic et al. (2013), as forcas mastigatdrias
provocam um stress mecanico, que pode influenciar a degrada¢do dos materiais. Estes
artigos também referem, que a ingestdo de alimentos gera alteragcdes térmicas e
quimicas, que tornam a cavidade oral um ambiente propicio a degradacdo dos materiais
dentarios e libertacdo de monomeros. O pH rapidamente se altera de acido para basico e
a temperatura pode variar entre os 45° C e os 25° C (Singh et al., 2012). O estudo de
Graham et al. (1991), referido no artigo de Bettencourt et al. (2010), demonstrou que,
num periodo de tempo igual, h4 uma maior libertagdo de componentes de liners
utilizados em proéteses totais in vivo, que quando armazenados in vitro. Além disto, a
colonizagdo de bactérias e o seu metabolismo pode provocar a degradagdo dos

materiais, diminuindo o pH ( Ferracane, 2006).

Todos estes factores estdo associados a biodegradagdo dos materiais, na qual ocorrem
mudangas fisicas, quimicas e mecanicas. A libertagdo de compostos para a cavidade
oral, devido a biodegradacao, ¢ muitas vezes responsavel pelo aparecimento de reacgdes

adversas nos tecidos moles e estruturas da cavidade oral (Chaves et al., 2012).

Estes factores inerentes ao ambiente oral, como a mastigacdo, alteragdes quimicas e
térmicas da dieta e o metabolismo dos microorganismos orais, ndo afectam as amostras
deste estudo. No entanto, nesta investigagdo a difusdo da saliva nos blocos de acrilico,
associada a hidrolise das ligacdes éster da rede de PMMA, foi um dos factores

considerados neste trabalho.

A reac¢do quimica de conversdo mondmero-polimero e a quantidade de mondmeros

residuais sdo dois factores de grande importancia, associados a libertacdo de
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monoémeros residuais, pelas resinas de PMMA (Gautam et al., 2012). Esta reacc¢ao de
polimerizacdo ndo ¢ completa, ou seja, nem todas as ligacdes duplas insaturadas sdo
convertidas em ligacdes simples saturadas (Gautam et al., 2012) (Sousa et al., 2014).
Desta forma, os mondmeros nio incorporados na rede de polimeros sdo eluidos na
saliva. Segundo Bayraktar et al. (2006), factores como o método de polimerizacao, as
condi¢des de tempo e temperatura do ciclo de polimerizagdo, e a presenga ou auséncia
de tratamentos poOs-polimerizagdo sdo factores a ter em conta, na libertacdo de

monomeros residuais.

Estudos como o de Vallittu et al. (1998) e de Zissis et al. (2008) concluiram que,
relativamente a0 método de polimerizagdo, a polimerizacdo térmica estd relacionada
com uma libertacdo de compostos menor e com uma menor difusdo molecular. Devido
a este factor, foi escolhida neste estudo uma resina acrilica termopolimerizavel para a
confeccao dos blocos de acrilico. Como todos os blocos foram termopolimerizados, este

parametro de comparacdo ndo foi considerado no estudo.

No que diz respeito as condigdes de polimerizagdo, quanto mais tempo de
polimerizacdo e quanto maior a temperatura, menor a elui¢do de produtos residuais
(Lung & Darvell, 2005; Goldibi & Asghari, 2009). Neste trabalho, as condi¢cdes de
polimerizacao foram iguais em todos os blocos de acrilico, respeitando as instru¢des do
fabricante: colocou-se a mufla fechada em agua fria, aqueceu-se até 100° C (212° F) e

deixou-se ferver durante 45 minutos.

Em relagdo aos tratamentos pos-polimerizagdo, um dos exemplos ¢ a imersdo de
proteses acrilicas em agua ou saliva apds a sua polimerizacdo (Gautam et al., 2012).
Singh et al. (2012) afirma que a imersdo em agua durante 24 h, antes da entrega da
protese dentaria, diminui o risco de irritagdo e sensibilidade. Tratamentos térmicos
como o banho de agua ou o uso de energia microondas sdo outros dois métodos pos-
polimerizacdo, que podem ser usados para a diminui¢do da quantidade de mondmeros
residuais, nomeadamente MMA (Bural et al., 2011; Sheet et al., 2011). Nesta
investigagdo, os blocos de acrilico foram armazenados em frascos de vidro (envolvidos
em aluminio) com saliva artificial durante 72 h. Através deste armazenamento, foi
possivel criar condigdes aproximadas ao ambiente na cavidade oral. A exposicao a luz

foi impedida, para ndo influenciar a polimerizacao e libertacio de MMA para a saliva
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artificial. A temperatura foi mantida a 37° C = 1° C e o pH da solugdo manteve-se

neutro. No presente estudo verificou-se a libertagdo de mondémeros MMA em todos os

grupos de estudo, nos trés tempos de armazenamento. A concentracdo de mondmeros

MMA obtida nas amostras de saliva artificial prova a influéncia dos tratamentos pos-

polimerizacdo, como a imersdo em saliva artificial, na libertagdo de mondmeros

residuais.

Esta influéncia pode ser explicada, pelo facto da saliva ser responséavel pela libertagao
de mondmeros da rede polimérica. Este liquido, sendo principalmente constituido por
agua, difunde-se nos materiais acrilicos polares e pode provocar, através da hidrodlise,
alteracdes fisicas e quimicas e a libertagdo de mondmeros residuais como o MMA
(Hagio et al., 2006; Poplawski et al., 2010; Costella et al., 2010). A solubilidade e
absorcao sdo dois fendmenos intimamente relacionados com a troca de compostos entre
os materiais dentarios e o ambiente oral. Dependendo da estrutura quimica, existe uma
maior/menor solubilidade a agua por parte dos metacrilatos (Michelsen et al., 2012).

Quanto maior a solubilidade e difusdo, maior a libertacdo de monémeros de MMA.

Sao varios os estudos que, utilizando tratamentos pos-polimerizagao (imersao em agua /
saliva), logo apds a polimerizagdo de blocos de acrilico, demonstram que existe uma
maior libertagdo de mondmeros residuais nas primeiras 24 h apds a polimerizagdo.
Além disto, demonstram uma continua diminui¢do desta concentragdo ao longo do
tempo. (Singh et al., 2012; Tuna, et al., 2013). O decaimento (por unidade de tempo) da
concentragdo de mondémeros foi considerado neste estudo, verificando-se que o factor
tempo pode ser um aspecto estatisticamente importante na libertacdo de MMA,
principalmente no grupo C. No grupo A verificou-se que a concentragdo de mondmeros
libertados na saliva artificial ndo ¢ independente do seu decaimento por unidade de
tempo entre as 24 h de armazenamento e ap6s 48 h e 72 h de armazenamento. No grupo
B verificou-se que a concentragdo de mondmeros libertados na saliva artificial ndo ¢
independente do seu decaimento por unidade de tempo, entre as 24 h de armazenamento
e apos 72 h, e entre 48 h de armazenamento e 72 h. Finalmente no grupo C verificou-se
que a concentracdo de mondmeros libertados na saliva artificial ndo ¢ independente do
seu decaimento por unidade de tempo, entre os trés tempos de armazenamento. Esta
dependéncia entre a concentracdo de mondémeros de MMA libertados na saliva artificial

e o seu decaimento por unidade de tempo, pode ser explicada pelo facto de, uma vez
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que se inicia a libertacdo de MMA, ¢ necessario que entre os blocos de acrilico e a
saliva artificial ocorra um equilibrio, até que a libertacio de MMA atinja o valor
maximo (Singh et al., 2012). Ao fim de 24 h de armazenamento, e uma vez atingido o
equilibrio, a concentracdo de mondmeros residuais comeca a diminuir (Singh et al.,

2012).

A espessura da protese dentaria e o tempo de utilizagdo das protese acrilicas também
podem influenciar a libertacdo de substancias de resinas acrilicas (Fletcher et al., 1983;
Sadamori et al., 1992). Sec¢des de maior espessura apresentam uma menor libertagao de
monoémeros, relativamente a secgcdes de menor espessura (Fletcher et al., 1983).
Segundo Fletcher et al. (1983), este facto pode dever-se a reac¢do exotérmica e ao calor
libertado durante a polimerizagdo, atingindo nas sec¢des mais espessas temperaturas
mais elevadas, maior grau de conversdo e menor libertagdo de mondmeros. Proteses
utilizadas em periodos de tempo mais longos, apresentam concentragdes de mondmeros
residuais menores, face a proteses utilizadas em periodos de tempo curtos (Sadamori et

al., 1992).

Nesta investigacdo foram realizados trés grupos com diferentes areas superficiais. Os
trés grupos concebidos neste estudo apresentavam 2 cm de largura e 2 cm de
comprimento, mas entre eles existiam alteracdes na sua espessura. O grupo A
apresentava 2 mm de espessura, o grupo B 4 mm de espessura, e por fim o grupo C
tinha 8 mm de espessura. O presente estudo demonstra que a espessura, € por
conseguinte a area superficial dos blocos de acrilico, pode influenciar, de forma
estatisticamente significativa, a libertacdo de MMA, principalmente apds 24h de
armazenamento. As 24h de armazenamento verificou-se que a quantidade de
monomeros libertados na saliva artificial ndo ¢ independente da area superficial do
bloco de acrilico utilizado, entre os trés grupos de estudo. As 48h de armazenamento
verificou-se que a quantidade de monomeros libertados na saliva artificial ndo ¢
independente da area superficial do bloco de acrilico utilizado, entre os grupos A e B e
entre os grupos B e C. As 72h de armazenamento verificou-se que a quantidade de
monomeros libertados na saliva artificial ndo ¢ independente da area superficial do
bloco de acrilico utilizado entre os grupos B e C. Apesar disto, e ao contrario do estudo
de Fletcher et al., (1983), o grupo de maior espessura (grupo C) apresenta, as 24 h,

valores de concentragdo de MMA libertado, com significado estatistico, maiores que os
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outros grupos de menor espessura (A e B). As 48 h, o grupo B (espessura intermédia)

apresenta uma maior libertagdo de MMA que o grupo A e C. Por fim as 72 h, o grupo B

continua a apresentar maior libertagdo de monémeros de MMA que o grupo A e C.

Na presente investigagdo, verificou-se a existéncia de alguma variabilidade de
concentragdes de MMA obtidas entre amostras do mesmo grupo. Esta variabilidade
ocorreu nos trés tempos de armazenamento, mas foi maior apoés 72 h de
armazenamento. S3o trés os possiveis factores associados a metodologia do presente
estudo, que podem estar na origem desta variabilidade: diferencas nas varias fases da
confeccao dos blocos de acrilico do mesmo grupo, variagdes associadas a pipetagem das
amostras contidas nos frascos de vidro para os vials (utilizados no HPLC) e as
condi¢des cromatograficas a que as amostras estiveram sujeitas no aparelho de HPLC-

DAD.

Relativamente ao primeiro factor, o facto dos blocos de acrilico do mesmo grupo nio
terem sido feitos todos ao mesmo tempo ¢ um aspecto a ter em conta. Para a confec¢io
dos blocos, vérias alteragdes podem ter ocorrido de uma mufla para outra. Aquando da
mistura do p6 (polimero) com o liquido (mondémero) podem ter existido alteragdes na
proporcao ideal, para a confeccdo de uma protese com esta resina termopolimerizavel
(22,5 g de polimero e 10 mL de mondmero). Diferengas no tempo de mistura (8 a 10
minutos) € no tempo de trabalho (maximo de 20 minutos), na pressdo utilizada na
prensagem das muflas (80 bar de pressdo), e no tempo de polimerizagdo (aquecer até
100° C e deixar ferver durante 45 minutos) sdo fases deste método que estdo sujeitas a
pequenas variagdes das condi¢des de execucdo. Além disto, na realizacdo das placas
termoplasticas de 2 cm x 2 cm x 2 mm, essenciais a confec¢do dos blocos, existiam
pequenas diferengas nas suas dimensdes (+ 2 mm). O acabamento e polimento final dos
blocos pode também ter influenciado a concentragdo de mondémeros de MMA

libertados.

Cada frasco de vidro continha 10 mL de saliva artificial, a qual mantinha imersos os
blocos de acrilico. Durante a pipetagem de 200 pL de amostra para os vials, apesar dos
frascos terem sido agitados antes da recolha para homogeneizar a amostra, podem ter

existido altera¢des no volume de amostra pipetado.
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Por fim, em relagdo as condigdes cromatograficas do aparelho de HPLC-DAD, a
eluicdo do composto MMA foi realizada numa fase movel de 25% de dgua Milli-Q50 e
75% de acetonitrilo. A saliva artificial utilizada no armazenamento dos blocos de
acrilico era muito rica em sais, podendo ser um factor que condicionou a “performance”

da coluna e influenciou os resultados obtidos.

3. Consequéncias da libertacdo de monoémeros residuais

A libertagdo de mondmeros residuais para a cavidade oral, a partir de resinas acrilicas
utilizadas na confeccdo de proteses acrilicas, estd associada a consequéncias negativas a
nivel celular e tecidular (Bettencourt et al., 2010). A biodegradacdo dos materiais
resinosos provoca a elui¢do destes componentes, nomeadamente através de um processo
de difusdo, em que a agua da saliva penetra na matriz de polimeros e quebra as ligacdes

entre mondmeros (Chaves et al., 2012).

Vérios estudos demonstram que as reac¢des adversas, derivadas da accdo destes
monomeros, sdo frequentes na pratica clinica (Huang et al., 2000; Leggat & Kedjarune,
2003). A libertagdo de compostos como mondémeros de MMA pode provocar um
conjunto de reacgdes adversas, tais como irritacdes, edemas e ulceras. Investigagdes
indicaram que a libertagdo de compostos de resinas acrilicas, constituidas por MMA,
apresentam um potencial de efeitos adversos, provocando genotoxicidade,
citotoxicidade e alteragcdes na expressdo de factores de crescimento. Sinais clinicos orais
como o rubor, a sensibilidade e a dor na mucosa oral, situagdes patologicas como
reac¢Oes alérgicas e edema labial e doengcas como a sindrome da boca ardente, a

estomatite protética ou a urticaria cronica, sdo outros exemplos (Chaves et al., 2012).

Segundo Anusavice et al. (2013), estas reac¢des podem ocorrer quer através do contacto
directo com os monomeros da resina, quer pela formacdo de um produto que resulte da
reac¢do entre o ambiente e um componente da resina. Ivkovic et al. (2013) refere varias
investigagdes em que os doentes apresentam reacgdes resultantes da libertacdo de
monomeros de proteses apos meses ou anos da sua entrega. Os monomeros libertados
podem ndo s actuar nas estruturas da cavidade oral, como também serem ingeridos
pela saliva e excretados pela urina (Kleinsasser, 2006; Arossi et al., 2010). Foram

identificados compostos residuais na urina (15%), nas fezes (2%) e no ar inalado pelos
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pulmdes (70%) (Schwengberg et al., 2005). Os profissionais de satide, como os médicos

dentistas ou os técnicos de protese dentdria, podem também apresentar situagdes

patologicas como dermatite e irritagdo. O contacto directo com os materiais dentarios,

sem protec¢do das maos ou dos dedos, esta na base destas reaccdes (Anusavice et al.,

2013).

Entre outros objectivos, este estudo pretende clarificar que os mondémeros de MMA
libertados pelas resinas acrilicas utilizadas na confec¢do de proteses acrilicas,
apresentam um importante potencial de efeitos adversos. Todos os materiais utilizados
na realizacdo de proteses dentdrias devem apresentar um valor inferior a 2,2 wt%,
relativamente a concentragdo de monomeros residuais libertados, cumprindo desta
forma o requisito da norma ISO 1567-1999 (Pfeiffer & Rosenbauer, 2004; Mohamed et
al., 2008; Lemus et al., 2010). Sendo o metilmetacrilato o principal componente das
resinas de poli(metilmetacrilato) (Anusavice et al., 2013), e tendo em conta que o
PMMA ¢ o polimero mais usado na realizacdo de proteses acrilicas removiveis (Palitsh
et al,, 2012), ¢ crucial a caracterizagdo quantitativa e qualitativa deste monomero
libertado pelos materiais resinosos. Todos estes factores aumentam a importancia
clinica e cientifica do estudo da biocompatibilidade dos materiais (Ebadian et al., 2008;

Bettencourt et al., 2010; Ivkovic et al., 2013).

Segundo Van Landuyt et al. (2011), existe uma relagdo directamente proporcional entre
a concentracdo de mondmeros residuais libertados e o seu potencial de efeitos adversos.
Na presente investigagdo verificou-se a libertagdo do composto MMA em trés grupos de
estudo com diferentes areas superficiais (A, B e C), durante 24 h, 48 h e 72 h. Neste
estudo, ao contrario do estudo levado a cabo por este autor, ndo existe esta relagdao de
proporcionalidade. Apesar disto, a concentragio de MMA libertado apresentou-se
significativamente superior ao valor da norma ISO 1567-1999 (2,2 wt%) em todos os
grupos, nos trés tempos de armazenamento. Desta forma, a concentragdo de mondmeros
de MMA, presente nas amostras de saliva artificial, apresenta um elevado potencial de
efeitos adversos. Além disto, a colocagdo de proteses dentdrias em meios de
armazenamento como a saliva artificial parece ser deste modo, um método importante

para diminuir a existéncia de reaccdes adversas (Singh et al, 2012).
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V. Conclusoes

Os resultados obtidos no estudo de investigacdo permitiram retirar as seguintes

conclusoes:

1. Foram identificados na saliva artificial os monomeros residuais MMA ¢ EMA,

libertados pelos blocos de acrilico com distintas areas superficiais;

2. Foram quantificados na saliva artificial os monoémeros residuais MMA,

libertados pelos blocos de acrilico com distintas areas superficiais;

3. Foi identificado um componente quimico libertado pelos blocos de acrilico, que
ndo estda descrito pelos fabricantes. O componente ndo descrito ¢ o

etilmetacrilato (EMA);

4. A concentracdo dos monomeros existentes na saliva artificial apresentou-se
superior ao valor de referéncia da norma ISO 1567-1999, e apresentou um
elevado potencial de efeitos adversos em todos os grupos de estudo, nos trés

tempos de armazenamento;

5. Existiu um decaimento (por unidade de tempo) da concentragdo dos mondémeros
existentes na saliva artificial, nos grupos de estudo com diferentes areas

superficiais. O maior decaimento ocorreu no Grupo C.

Este estudo permitiu também concluir, através dos valores de LOQ e LOD obtidos, que
a técnica cromatografica HPLC ¢ um método adequado para a identificacdo e
quantificagdo  dos mondmeros residuais libertados pela resina acrilica
termopolimerizavel em estudo. A construgdo de curvas de calibracdo, para os

mondomeros MMA e EMA, contribuiu para uma maior precisao no método analitico.
Sera necessario no futuro, um estudo mais aprofundado da libertagcio de mondmeros

residuais, de materiais utilizados em medicina dentaria. A realizagdo de estudos in-vitro

com condi¢des similares a cavidade oral, e de investigagdes in-vivo de longo prazo
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(longitudinais), que permitam o estudo desta libertagdo e das reacg¢des adversas

associadas, torna-se essencial para uma maior compreensdo cientifica e clinica. A

libertacdo de compostos organicos de materiais dentarios tem uma causa multifactorial,

sendo por isso crucial, em investigagdes futuras, o estudo da importancia destes varios

factores.
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