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Figuerba, R. M. S. Efeito de ciclos de polimerizacdo em micro-ondas sobre
propriedades fisicas, quimica e biol6gica de resinas acrilicas para base de
protese [Tese] Doutorado em Odontologia. Ponta Grossa: Universidade Estadual de
Ponta Grossa; 2016.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar um ciclo de polimerizagdo em micro-ondas
gue resultasse em propriedades fisico-quimicas e biolégicas satisfatérias para
resinas acrilicas termopolimerizaveis para base de prétese processadas em banho
de agua (Vipi Cril-VC, VIPI®) ou por energia de micro-ondas (Vipi Wave-VW, VIPI®).
Os ciclos de polimerizacdo avaliados foram: 1) BA (banho de agua) = (65°C por 90
min + 90 min em ebulig&do), ciclo recomendado para a resina VC; 2) M630/25 = 10
min a 270 W + 5 min a 0 W + 10 min a 360 W, ciclo recomendado para a resina VW;
3) M650/5 = 5 min a 650 W; 4) M550/3 = 3 min a 550 W. Foram avaliadas as
seguintes propriedades: grau de conversédo (n=6), citotoxicidade (n=9), porosidade
(n=10), sorcdo de agua e solubilidade (n=10) e rugosidade de superficie e
estabilidade de cor (n=5) ap6s imersdo em liquidos potencialmente corantes e
escovacao simulada. Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia
ANOVA-2 fatores seguida pelo teste de Bonferroni para grau de conversao e
estabilidade de cor, ANOVA-2 fatores para porosidade e citotoxicidade, ANOVA-2
fatores seguida pelo teste de Tukey HSD para sor¢cdo de agua e solubilidade e
ANOVA-3 fatores seguida pelo teste de Bonferroni para rugosidade de superficie
(a=0,05). Nao houve diferenca significante entre os grupos para os resultados de
grau de conversédo da resina VC. Para a resina VW, os valores mais baixos de grau
de conversdo foram obtidos nos ciclos M630/25 e M650/5 (P<0,05). Os valores
médios de grau de conversdo foram entre 66,9% e 85,9%. Ndo houve diferenca
entre 0s materiais e 0s grupos experimentais para os resultados de citotoxicidade e
todas as condicfes resultaram em efeitos néo citotdéxicos. Foram observados valores
médios de porosidade inferiores a 1,52%, sem diferenca significante entre os grupos
para ambos 0s materiais. As resinas apresentaram valores de sor¢cdo de agua e
solubilidade sem diferenca estatisticamente significante entre elas. Os valores mais
altos de sorcéo de agua (2,43%) e de solubilidade (0,13%) foram obtidos nos grupos
BA e M550/3, respectivamente (P<0,05). Com a imersdo em café, os grupos M550/3
e BA da resina VC apresentaram os maiores e 0s menores valores de rugosidade de
superficie, respectivamente (P<0,05). Também houve aumento da rugosidade do
grupo M550/3 apos imersdo no vinho tinto (P<0,05). Para a resina VW, 0 grupo
M650/5 demonstrou superficie mais rugosa apés imersdo em café (P<0,05). Nao
houve diferenca de cor entre os ciclos para a resina VW e a resina VC apresentou
mais alteracdes (P<0,05). Todos os valores médios de estabilidade de cor foram
classificados como aceitaveis, exceto para a resina VW (grupo M630/25) que
apresentou NBS=4,88 ap6s imersédo em vinho tinto. A resina Vipi Cril formulada para
polimerizacdo convencional péde ser polimerizada em micro-ondas sem prejuizo as
suas propriedades avaliadas. De acordo com os resultados obtidos, a melhor
condicdo experimental foi a polimerizacao da resina Vipi Cril em micro-ondas a 650
W por 5 min.



Palavras-chave™ Polimetil metacrilato. Micro-ondas. Espectroscopia Raman.
Técnicas de cultura de células. Porosidade. Solubilidade. Agentes corantes.
Propriedades de superficie.
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Figueréa, R. M. S. Effect of microwave polymerization cycles on physical,
chemical and biological properties of denture base acrylic resins [Tese]
Doutorado em Odontologia. Ponta Grossa: Universidade Estadual de Ponta Grossa;
2016.

ABSTRACT

The aim of this study was to determine a microwave polymerization cycle that
resulted in adequate physicomechanical and biological properties for the denture
base acrylic resins polymerized in water bath (Vipi Cril-VC, VIPI®) or processed by
microwave energy (Vipi Wave-VW, VIPI®). The evaluated polymerization cycles
were: 1) WB (water bath) = (65°C during 90 min + boiling during 90 min),
recommended cycle for the VC resin; 2) M630/25 = 10 min at 270 W + 5 min at 0 W
+ 10 min at 360 W, recommended cycle for VW resin; 3) M650/5 = 5 min at 650 W; 4)
M550/3 = 3 min at 550 W. The following properties were evaluated: degree of
conversion (n=6), cytotoxicity (n=9), porosity (n=10), water sorption and solubility
(n=10), and surface roughness and color stability (n=5) after immersion in potential
colorant beverages and simulated toothbrushing. Data were submitted to analysis of
variance ANOVA-2 way followed by Bonferroni’s test for degree of conversion and
color stability, ANOVA-2 way for porosity and cytotoxicity, ANOVA-2 way followed by
HSD Tukey’s test for water sorption and solubility, and ANOVA-3 way followed by
Bonferroni’'s test for surface roughness (a=0.05). For VC resin, there was no
significant difference among the groups for degree of conversion. For VW resin, the
lowest degree of conversion values appeared in the M630/25 and M650/5 cycles
(P<0.05). Degree of conversion values ranged from 66.9 to 85.9%. There was no
difference between the materials and experimental groups for cytotoxicity and all
conditions resulted in non-cytotoxic effects. Porosity mean values below 1.52% with
no significant difference among groups for both materials were observed. Resins
showed water sorption and solubility values without a significant difference. The
highest water sorption (2.43%) and solubility (0.13%) values were obtained for WB
and M550/3, respectively (P<0.05). After immersion in coffee, M550/3 and WB
groups of VC resin showed the highest and the lowest roughness values,
respectively (P<0.05). There was also an increase in roughness of M550/3 group
after immersion in wine (P<0.05). For VW resin, M650/5 group presented rougher
surface after immersion in coffee (P<0.05). There was no difference in color among
cycles for VW resin and VC resin showed more changes (P<0.05). All medium values
were classified as acceptable, exception for VW resin (M630/25 group) which
presented NBS=4.88 after immersion in wine. Vipi Cril conventional resin can be
polymerized in microwave without impairment to the evaluated properties. According
to the obtained results, the better experimental condition was the microwave
polymerization at 650 W for 5 min for Vipi Cril.

Keywords™: Polymethyl methacrylate. Microwave. Raman spectroscopy. Cell culture
techniques. Porosity. Solubility. Coloring agents. Surface properties.

* Em acordo com os Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) disponivel no dominio
http://decs.bvs.br
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1 INTRODUCAO

A reabilitacdo de pacientes total ou parcialmente desdentados deve visar o
restabelecimento das condicbes de saude geral e bucal. Para isso, o profissional
deve realizar, de maneira criteriosa, todas as fases do tratamento, desde o
diagnéstico e o planejamento até a instalacdo da prétese. Especificamente nos
casos em que o suporte, a retencao e a estabilidade s&o obtidos, também, a partir
do rebordo residual, como ocorre nas préteses removiveis totais ou parciais de
extremidades livres, atencdo especial deve ser dada durante a confeccdo das
bases.!

Durante muitas décadas, o material mais utilizado para a confec¢do das
bases de préteses removiveis tem sido o polimetil metacrilato, cuja polimerizacéo
ocorre por meio de uma série de reacdes quimicas, nas quais 0s polimeros sao
formados a partir de um grande numero de moléculas menores denominadas
mondmeros. Primeiramente, compostos iniciadores sdo ativados quimicamente ou
pelo calor para a formacdo de radicais livres (R-).> Apés a ativacdo da reacdo de
polimerizacdo, as moléculas iniciadoras tornam-se altamente reativas e, dessa
forma, podem interagir com a dupla ligacdo de alceno do mondémero (C=C),
deixando o outro membro de seu par covalente livre (R-C-).!

O processo de formacgéao dos polimeros e crescimento das cadeias, a partir
dos mondmeros, continua em uma velocidade consideravel. Teoricamente, essas
reacdes deveriam prosseguir com o aumento do calor, até que todo monémero
tivesse se convertido em polimero."? Entretanto, a formacao de polimeros diminui ao
longo da reacdo de polimerizacdo e, consequentemente, certa quantidade de
mondémero residual permanece no material polimerizado, influenciada por fatores
como o tempo, a temperatura®’ e o método de polimerizacéo utilizados. Estudos tém
demonstrado que a presenca desse mondémero, devido & sua acdo plastificante® no
interior da massa polimérica, pode influenciar negativamente as propriedades

9,10

fisicas®'® e mecanicas* dos materiais, aumentando o escoamento®!, podendo, ainda,

by

alterar os valores de resisténcia flexural,* & tracdo,™ ao impacto,** de médulo de

1214 & de dureza,*® diminuir o limite de fadiga,® influir na sorcéo de agua

13,16

elasticidade
e solubilidade e, consequentemente, nas alteracdes dimensionais das resinas
acrilicas.’” A anélise do grau de conversédo de monémeros em polimeros, portanto,
tem sido uma ferramenta para avaliacdo das propriedades mecéanicas do material e

de sua performance clinica.®* Enquanto existe grande quantidade de estudos
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avaliando grau de conversdo em resinas compostas, pouca informacdo esti
disponivel sobre resinas acrilicas para base de préteses.'*??

Além do efeito negativo sobre as propriedades das resinas acrilicas, o
mondmero residual e outros subprodutos da reacdo de polimerizacdo podem ser

2225 o causar citotoxicidade in vitro,?® portanto,

liberados a partir das resinas de base
é desejado que os materiais acrilicos tenham baixa solubilidade.'® Os compostos
liberados também tém sido apontados como uma das possiveis causas de
alterac6es na mucosa oral dos pacientes portadores de préteses, como inflamacéo,
eritema generalizado, ulceragcédo, eroséo, prurido e sensacao de queimacéo. Esses
sintomas podem estar relacionados & irritacdo quimica local ou injdria quimica,?”%
causada pelo monémero residual ou por uma reacgao de hipersensibilidade alérgica,
principalmente em individuos com histéria prévia de sensibilizagéo.>®%

As resinas acrilicas para base de protese sdo fornecidas como um sistema
de po e liquido e ativadas termicamente utilizando temperaturas controladas em
ciclos de polimerizacdo convencional em banho de agua (BA) durante periodos
especificos de imersdo. Com a finalidade de melhorar suas propriedades fisicas e
mecanicas, como também facilitar o procedimento laboratorial, esses materiais
também tém sido polimerizados em micro-ondas e em sistemas de fotopolimerizacéo
ou de polimerizacdo a vacuo em baixas temperaturas.®* No método convencional em
banho de agua, o aquecimento da resina é lento, e ocorre passivamente porque o
calor é gerado externamente e as moléculas de mondémero se chocam em
consequéncia desse aquecimento.®® Especificamente durante a polimerizacdo em
micro-ondas, uma vez irradiadas, as moléculas de mondmero movem-se orientadas
por um campo eletromagnético de alta frequéncia (2.450 MHz). Nessa
movimentacdo, as moléculas alteram suas direcbes milhares de vezes por
segundo.*> Consequentemente, numerosas colisdes intermoleculares s&o
provocadas, causando um rapido aquecimento interno no qual a energia €
imediatamente absorvida pela resina, independe da condutividade térmica dos
materiais envolvidos no processamento das préteses® e ocorre de modo uniforme,
eliminando o tempo necessario para transferir o calor do banho de agua até a resina
no interior da mufla metalica. Esse método alternativo de polimerizagdo em micro-
ondas apresenta, consequentemente, vantagens como grande reducao no tempo de

31,33

execugao, além de facilidade e limpeza durante o processamento da resina

acrilica.®** Ainda, tém sido relatadas vantagens como minima alteracéo de cor na
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resina de base e menor risco de fratura dos dentes artificiais durante a
demuflagem.® Apesar disso, este método néo tem sido comumente utilizado devido
a dificil disponibilidade e maior custo do material formulado para polimerizagdo em
micro-ondas em relacdo ao convencional.

A selecao adequada do ciclo de polimerizagdo em micro-ondas visa impedir
um superaquecimento do mondmero que poderia acarretar em degradacdo®’ e
porosidade no material. Kimura et al. (1983)* utilizaram diversas combinacdes
tempo/poténcia no forno de micro-ondas e observaram que era possivel polimerizar
0 material em tempos reduzidos (500 W por 3 min), obtendo preciséo e adaptacao
da base da prétese principalmente na area de selado palatino posterior.*® Outros
estudos®*3*° demonstraram que resinas polimerizadas em forno de micro-ondas
(400 W por 2 min e 30 s; 700 W por 4 min; 550 W por 3 min, respectivamente)
apresentaram valores de resisténcia a flexdo semelhantes aos das resinas
polimerizadas convencionalmente por imersdo em agua aquecida. Entretanto, de
acordo com Bafile et al. (1991),** as resinas formuladas para serem utilizadas em
forno de micro-ondas podem conter trietileno ou tetraetilenoglicol dimetacrilato em
sua composicdo. Esses dimetacrilatos apresentam baixa pressdo de vapor,
permitindo que a polimerizacdo seja realizada em temperaturas elevadas (entre
100°C e 150°C) sem risco de porosidades, o que ndo ocorre com o polimetil
metacrilato que apresenta uma alta pressao de vapor.

A porosidade é uma das caracteristicas nao desejaveis para resinas acrilicas
para base de préteses.*® Porosidade severa pode enfraquecer a protese® e resultar
em estresse interno elevado, acarretando uma maior vulnerabilidade & distorcdo.*
Durante a utilizacéo, as préteses estao sujeitas a sor¢cado ou deposicao superficial de
fluidos* dependendo de suas caracteristicas e das condicdes ambientais.*> A agua
absorvida pelas resinas acrilicas pode resultar em alteracdes dimensionais apés sua
polimerizacdo, prejudicando, por consequéncia, a estabilidade, o suporte e a
retencdo da protese removivel e o decorrente manchamento pode acarretar
problemas estéticos.?**®*’" Apesar de a escovacdo ser um dos métodos mais
utilizados pelos pacientes para higienizacdo de suas proteses,*”® existe a
possibilidade de aumento da rugosidade de superficie do material devido ao efeito
abrasivo da acdo mecanica das cerdas da escova e das particulas do dentifricio.*°

Dessa forma, irregularidades resultantes poderiam favorecer a penetragcdo de
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microrganismos como a Candida albicans,® retenc&do de biofilme e maior alteracdo
de cor.

Devido as vantagens anteriormente relatadas para a polimerizacdo de
resinas acrilicas para base de prétese utilizando a energia de micro-ondas e visando
sua maior utilizacao, foi julgado oportuno mensurar o grau de conversao e avaliar as
propriedades de porosidade, sorcdo de agua e solubilidade, estabilidade de cor e
citotoxicidade de resinas acrilicas termopolimerizaveis formuladas para serem
processadas convencionalmente em banho de agua (Vipi Cril, VIPI®) ou por energia
de micro-ondas (Vipi Wave, VIPI®) ap6s serem submetidas tanto aos ciclos de
polimerizacdo recomendados pelo fabricante como a ciclos experimentais em micro-

ondas.



2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi determinar um ciclo de polimerizacdo em micro-
ondas que resultasse em propriedades fisico-quimicas e biolégicas satisfatérias para
resinas acrilicas, convencional e formulada para micro-ondas, para base de prétese

removivel.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

As propostas deste estudo foram:

o avaliar o grau de conversédo das resinas acrilicas Vipi Cril e Vipi Wave
submetidas a polimerizacdo convencional e em micro-ondas, bem como, mensurar a
cinética de polimerizacédo desses materiais previamente a ativacao térmica.

o avaliar quantitativamente a citotoxicidade das resinas acrilicas Vipi Cril
e Vipi Wave submetidas a polimerizagéo convencional e em micro-ondas.

o avaliar as propriedades de porosidade, sorcdo de agua e solubilidade
das resinas acrilicas Vipi Cril e Vipi Wave submetidas a polimerizacdo convencional
e em micro-ondas.

o avaliar o efeito da imersdo em alimentos liquidos potencialmente
corantes associado a escovacao simulada sobre a rugosidade de superficie e a
estabilidade de cor das resinas acrilicas Vipi Cril e Vipi Wave submetidas a

polimerizacdo convencional e em micro-ondas.



3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAIS

As resinas acrilicas termopolimerizaveis para base de prétese selecionadas

para este estudo estao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Resinas acrilicas termopolimerizaveis para base de prétese avaliadas

Material Composicao

) Classificagéo Proporcéo :
(sigla) i P6 Liquido  pofliquido  apricante
PMMA,
Vipi Cril® _ perdxido MMA, _Vipi Ltda.,
(VC) Convencional de , EGDMA 2,15 g/mL Plrassunun.ga,
benzoila, inibidor SP, Brasil
pigmentos
PMMA,

Vipi Formulada peréoxido MMA, Vipi Ltda.,
Wave® para de EGDMA, 2,15 g/mL Pirassununga,
(VW) micro-ondas benzoila, inibidor SP, Brasil

pigmentos

Fonte: Ficha de Seguranca. PMMA: polimetil metacrilato; MMA: metil metacrilato; EGDMA:

etilenoglicol dimetacrilato

Os ciclos de polimerizacéo avaliados estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Ciclos de polimerizacdo avaliados

Grupos Ciclo de polimerizacéo

Referéncia

* colocar a mufla em
agua fria;

* aquecer a agua até
65°C durante 30 min e
manter por 1 h;

* aquecer a agua até a
ebulicdo durante 30 min
e manter por 1 h;

* desligar e deixar esfriar

BA (banho de agua —
polimerizacao
convencional)

Ciclo recomendado pelo
fabricante para a
polimerizacdo da resina VC

270 W 10 min Ciclo recomendado pelo
M630/25 ow 5 min fabricante para a

360 W 10 min polimerizacdo da resina VW
M550/3 550 W 3 min lIbay et al. (1994)*°
M650/5 650 W 5 min Patil et al. (2009)*

Fonte: A autora.
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3.2 METODOS

A fase experimental desta Tese foi dividida em quatro experimentos de
acordo com as variaveis avaliadas: 1 — Grau de conversdo e cinética de
polimerizacao; 2 — Citotoxicidade; 3 — Porosidade, sor¢do de agua e solubilidade; 4 —

Rugosidade de superficie e estabilidade de cor.

3.2.1 EXPERIMENTO 1 - Grau de conversao e cinética de polimerizacdo de resinas
acrilicas para base de prétese polimerizadas em ciclos convencional em banho de

agua ou em micro-ondas

3.2.1.1 Confeccéao dos corpos de prova para a analise de grau de converséo

Com a finalidade de se obter corpos de prova (n=6) com as dimensdes
preconizadas na especificagdo I1SO 1567°* para avaliacdo do contetdo de
monoémero residual,*?* foram utilizadas matrizes circulares em aco inoxidavel com

dimensdes de 50 mm de diametro e 3 mm de espessura (Figura 1).

FIGURA 1 — Matriz metalica circular
(50 x 3 mm)

Fonte: A autora.

As matrizes metélicas foram moldadas utilizando silicone laboratorial
(Zetalabor-Zhermack; Labordental, Sdo Paulo, SP, Brasil) e o conjunto molde/matriz
foi incluido em muflas metélicas (OGP, Braganca Paulista, SP, Brasil) ou plasticas
(Vipi Ltda., Pirassununga, SP, Brasil), utilizando gesso pedra tipo Il (Herodent;
Vigodent Coltene SA Ind. e Com., Rio de Janeiro, RJ, Brasil) (Figura 2).
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FIGURA 2 — A — Matriz metdlica; B — Molde de silicone; C - Incluséo do
conjunto molde/matriz em mufla plastica para a andlise de
grau de conversao

B
h

Fonte: A autora.

A mufla foi fechada e mantida, durante o tempo de presa do gesso, sob
carga de 0,5 t em prensa hidraulica (VH Equipamentos Odontoldgicos, Araraquara,
SP, Brasil). Apos esse periodo, a mufla foi aberta, a matriz metalica foi removida e
0s materiais foram proporcionados e manipulados de acordo com as instrucdes do
fabricante (Tabela 1) e inseridos na mufla. A mufla foi, entdo, fechada e mantida sob
carga de 1,25 t em prensa hidraulica durante 30 min. Os corpos de prova foram,
entdo, submetidos aos ciclos de polimerizacdo, convencional em
termopolimerizadora (SL-155/22; Solab, Piracicaba, SP, Brasil) ou em micro-ondas
(MEF 41; Electrolux, Manaus, AM, Brasil), apresentados na Tabela 2.

Terminados os ciclos de polimerizagdo, as muflas foram resfriadas em
bancada por 30 min e, posteriormente, em agua corrente durante 15 min.>* A seguir,
os corpos de prova foram removidos dos moldes de silicone. Por meio da utilizacéo
de dispositivos metdlicos, especialmente confeccionados para essa finalidade
(Figura 3), foram removidos 0,5 mm de cada lado dos corpos de prova, até que a

espessura de 2 mm fosse obtida.>?
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FIGURA 3 — A e B - Dispositivo metalico utilizado para acabamento e
polimento dos corpos de prova da analise de grau de conversao;
C — Corpo de prova posicionado no dispositivo

Fonte: A autora.

O acabamento e polimento metalografico (Aropol E-200; Aropol, Cotia, SP,
Brasil) foi realizado com a utilizacdo de lixas de carbeto de silicio de granulacdes
240, 400, 600, 1200, 2000 (Norton Abrasivos, Sdo Paulo, SP, Brasil) e com discos
de feltro e pastas diamantadas de 6, 3 e 1 um (3M do Brasil, Sumaré, SP, Brasil).
Este procedimento foi realizado durante 30 s para cada lado do corpo de prova, sob

constante irrigacéo (Figura 4), evitando-se, assim, 0 aquecimento por atrito.

FIGURA 4 — Polimento do corpo de prova da analise de grau de converséo
utilizando o dispositivo metalico

Fonte: A autora.

Os corpos de prova (Figura 5) foram examinados visualmente e somente
aqueles que apresentaram minima porosidade (superficies muito polidas e sem
poros aparentes) foram utilizados.>* A seguir, foram armazenados em agua destilada

em estufa (Nova Instruments, Piracicaba, SP, Brasil) a 37°C durante 48 h.>?
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FIGURA 5 — Corpo de prova da analise
de grau de conversédo
apos acabamento e
polimento

Fonte: A autora.

3.2.1.2 Grau de conversao

Estas analises foram feitas utilizando o espectrofotometro FT-Raman (Bruker
Senterra DU420A-OE-152; Bruker Optics GmbH, Ettlingen, Baden-Wirttemberg,
Alemanha) com microscopia oOtica acoplada. Os espectros foram registrados em
temperatura ambiente. Uma objetiva de 20x com abertura Optica de 50/1000
(Olympus BX51M; Olympus UK, Londres, Inglaterra) foi usada para a visualizacéao

das amostras e determinacéo do local exato das varreduras (Figura 6).

FIGURA 6 — Visualizacdo dos corpos de
prova da andlise de grau de
conversdo com objetiva de
20x

20
o/l
e m——

Fonte: A autora.
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Os parametros experimentais utilizados para as analises foram: laser de
neodimio:itrio-aluminio-granada (Nd:YAG) a 532 nm e 20 mW como fonte de
excitacdo; detector CCD resfriado termoeletronicamente; resolugéo espectral de 3 a
5 cm®; intervalo de varredura de 2750-1520 cm™; cinco co-adicdes e tempo de
integracdo de 2 s. Para a determinacédo destas configuragbes do aparelho, testes
pilotos foram anteriormente realizados. Foram feitas trés mensuragoes,
aleatoriamente distribuidas, e o valor médio representou cada espécime. O software
Opus Spectroscopy (versédo 6.5; Bruker Optics Inc., Billerica, MA, EUA) foi usado

para processar os dados obtidos.

3.2.1.3 Cinética de polimerizacdo

Os espectros foram registrados em temperatura ambiente a uma velocidade
de 1 espectro/s com resolucéo de 4 cm™ em uma faixa de comprimento de onda de
800 a 4000 cm™ no modo de ATR, utilizando um espectrofotémetro FTIR (Tensor27;
Bruker Optics GmbH, Ettlingen, Baden-Wirttemberg, Alemanha).

Foram realizadas leituras para descrever as cinéticas de polimerizacédo dos
materiais, previamente a ativacdo térmica pelos ciclos de polimerizagdo (50 min).
Para isso, os materiais foram manipulados e diretamente posicionados sobre a
superficie do cristal ATR e as andlises foram, entéo, realizadas (Figura 7).

FIGURA 7 - Resina acrilica posicionada sobre
a superficie do cristal ATR para
as andlises de cinética de
polimerizacao

Fonte: A autora.
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3.2.1.4 Mensuracao do grau de conversao e da cinética de polimerizacao

O grau de conversao e a cinética de polimerizacdo (%) foram calculados
utilizando a técnica padrdo de linha de base® por meio da comparacdo entre as
alturas dos picos de absorbancia dos grupos funcionais presentes nos metacrilatos
alceno (C=C) a 1640 cm™ e estér (C=0) a 1720 cm™, o qual foi utilizado como

padrdo interno,?>*

antes (imediatamente ap0s a manipulacdo dos materiais) e no
decorrer da polimerizacdo (cinética) ou ap6s a polimerizacdo dos corpos de prova
das resinas acrilicas. A partir da proporcao entre esses valores de absorbéancia, as
fracOes de duplas ligagbes que nédo reagiram foram calculadas a partir da Equacao

1:

(1)

3.2.1.5 Analise estatistica de grau de conversao

Os resultados de grau de conversdo (%) foram submetidos a analise
estatistica utilizando a ANOVA 2 fatores (“material” e “ciclo de polimerizagao”)
seguida pelo teste de Bonferroni (a=0,05). Analises do poder da amostra foram
realizadas para todos os dados obtidos utilizando o software (IBM SPSS 19; SPSS
Inc., IBM Company, Armonk, NY, EUA).

3.2.2 EXPERIMENTO 2 - Citotoxicidade de resinas acrilicas para base de proétese
polimerizadas convencionalmente ou por micro-ondas: Andlise por MTT (metil

tetrazolio) e Vermelho Neutro

3.2.2.1 Confeccéao dos corpos de prova para o teste de citotoxicidade

Os corpos de prova (n=9) dos materiais foram confeccionados, de maneira
asséptica, a partir de moldes de matrizes metalicas na forma de discos com
dimensdes de 10 mm de diametro e 1 mm de espessura.>® Os moldes foram obtidos
utilizando silicone laboratorial entre duas placas de vidro (Figura 8A). O conjunto
molde/matriz foi incluido em muflas, metalicas ou plasticas, utilizando gesso pedra
tipo Il (Figura 8B).
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FIGURA 8 — A. Moldagem das matrizes metalicas para o teste de citotoxicidade; B.
Moldes incluidos em mufla metalica

Fonte: A autora.

A mufla foi fechada e mantida, durante o tempo de presa do gesso, sob
carga de 0,5 t em prensa hidraulica. Apés esse periodo, foi aberta e a matriz
metalica, removida. Os materiais foram proporcionados e manipulados de acordo
com as instru¢cdes do fabricante. O p6 foi proporcionado em balanca de precisdo
(modelo AW220; Shimadzu do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil) em frascos dappens
esterilizados individualmente para cada material e o volume de mondémero foi
dispensado com o auxilio de pipeta de precisdo. Um Unico operador, atuou sobre um
campo estéril, e confeccionou o0s corpos de prova utilizando instrumental
esterilizado, roupas de protecdo, luvas, 6culos e mascaras descartaveis. Apos a
manipulacdo, os materiais foram inseridos nos moldes em silicone; a mufla foi
fechada e mantida sob carga de 1,250 t em prensa hidraulica durante 30 min. Apos
esse periodo, os corpos de prova foram submetidos aos ciclos de polimerizagéo,
convencional ou em micro-ondas, apresentados na Tabela 2.

Em seguida, as muflas foram resfriadas em bancada por 30 min e em agua
corrente por 15 min.>> Os corpos de prova (Figura 9) foram, entdo, removidos dos
moldes e submetidos a um procedimento de acabamento, apenas para remover
eventuais excessos, utilizando lixa estéril. Foram armazenados em frascos ambar

estéreis com 10 mL de &gua destilada estéril em estufa a 37°C por 48 h.>®
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FIGURA 9 — Corpos de prova do teste de
citotoxicidade

\J\Nfﬁ a?
® ' VW — M65 /5

VW— M630/25

Fonte: A autora.

3.2.2.2 Validacao da etapa de esterilizacado dos corpos de prova

Para a determinacdo do processo de esterilizacdo que seria utilizado neste
estudo, corpos de prova adicionais foram confeccionados, colocados em uma placa
de 20 orificios contendo 200 pL de meio de cultura Eagle, suplementado com 1% de
soro fetal bovino (SFB) e 80 pg/mL de gentamicina e (Figura 10) mantidos em estufa
para cultura de células (Forma Scientific, Marietta, OH, EUA) com 5% de CO; e
ambiente com umidade controlada e temperatura de 37°C durante 2 dias. Um dos
orificios continha apenas meio de cultura para servir como controle. Foram testadas
guatro possibilidades de esterilizacdo (Tabela 3).

FIGURA 10 - Placa de 20 orificios contendo corpos de
prova imersos em meio de cultura para
determinacdo do processo de esterilizag&do
para o teste de citotoxicidade

Fonte: A autora.
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Tabela 3. Procedimentos de esterilizacdo avaliados para o teste de citotoxicidade

Grupos Processo de esterilizagéo Cddigo

Nenhum BA
Banho de ultrassom por 20 min BAU

Banho de agua g, ,,jc50 4 luz ultravioleta (UV) por 20 min para cada BAF

(BA) face do corpo de prova
Banho de ultrassom + luz UV BAUF
Nenhum M
: Banho de ultrassom por 20 min MU
Micro-ondas X s . :
Exposicao a luz ultravioleta (UV) por 20 min para cada
(M) MF
face do corpo de prova
Banho de ultrassom + luz UV MUF

Fonte: A autora.

Em nenhum dos processos foi observada turvacdo do meio de cultura,
sendo considerado que todos os processos de esterilizagcéo, inclusive ndo submeter
a nenhum procedimento, resultavam em corpos de prova assépticos. Entretanto,
para garantir a assepsia e ndo causar a eluigio do mondmero residual e outras
substancias potencialmente toxicas dos corpos de prova durante o processo de
imersdo em banho de ultrassom, cada corpo de prova foi exposto a luz ultravioleta
em camara de fluxo laminar (Veco do Brasil, Industria e Comércio de Equipamentos
Ltda., Campinas, SP, Brasil) por 20 min para cada face visando a eliminacdo de

possiveis microrganismos remanescentes.>*>®

3.2.2.3 Taxa de proliferacao de células 3T3

Anteriormente a realizacdo dos testes de citotoxicidade, foi determinada a
concentracdo de SFB que deveria ser adicionada ao meio de cultura Eagle através
de uma curva de proliferacdo celular de fibroblastos de hamster (3T3-Universidade
Federal do Parana - UFPR), pois possuem reprodutibilidade, genética e estabilidade
metabdlica.’**® Em uma placa de cultura de quarenta orificios, foram semeadas 0,25
x 10® células/poco com meio de cultura Eagle, suplementado com 10% de SFB e 80
png/mL de gentamicina e a placa foi incubada em estufa com 5% de CO, a 37°C.
Apoés aproximadamente 16 h, o meio foi substituido por diferentes concentracdes de
SFB (0%, 0,1%, 1%, 5% e 10%) e a placa foi novamente incubada. Apo6s 48 h, a
viabilidade celular foi avaliada utilizando o método MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-

difenil-2H-tetrazolio brometo) (Molecular probes, Eugene, Oregon, EUA).
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Os resultados da taxa de proliferacdo das células 3T3, pelo método MTT,

podem ser observados na Figura 11.

FIGURA 11 — Taxa de proliferacéo celular (3T3) pelo método MTT
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Fonte: A autora. Simbolos iguais denotam valores sem diferenca
estatisticamente significante entre si (P>0,05).

Os resultados da taxa de proliferacao celular foram submetidos a ANOVA-1
fator (“concentracdo de SFB”) e teste de Tukey HSD (a=0,05) utilizando o software
IBM SPSS 19 (SPSS Inc., IBM Company, Armonk, NY, EUA).

Foi notado um aumento estatisticamente significante (P=0,000) da
proliferacdo celular com o aumento da concentracdo de SFB até 1%. A
concentracdo de SFB de 5% resultou em uma reducédo da proliferacdo das células
3T3 em relacdo a concentracdo de 1% (P=0,014). N&o houve diferenca
estatisticamente significante (P=0,998) na proliferacdo celular utilizando as
concentragcbes de SFB de 1 e 10%. Por isso, optou-se pela utilizacdo da

concentracdo de SFB a 1%.

3.2.2.4 Obtencdao dos extratos dos corpos de prova

Apés o procedimento de esterilizacdo com luz ultravioleta, trés corpos de
prova de cada grupo experimental foram colocados em tubos de ensaio com 9 mL
de meio de cultura Eagle, suplementado com 1% de SFB e 80 ug/mL de gentamicina
e incubados em estufa a 37°C por 24 h para obtencdo do extrato das substancias

hidrossolluveis dessas amostras com o objetivo de analisar o efeito citotoxico das
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substancias liberadas a partir dos corpos de prova.?**®®* Um tubo de ensaio
contendo apenas 9 mL de meio de cultura foi armazenado sob as mesmas
condicbes, servindo, assim, como grupo controle.’’*® A proporcdo de area de
superficie dos corpos de prova e volume do meio de cultura estava dentro da faixa
de 0,5 a 6,0 cm¥mL de acordo com o recomendado pela ISO 10993-5.>° Uma vez
gue foram confeccionados 3 corpos de prova para cada grupo experimental, em

triplicata, o n amostral de cada grupo foi composto por 9 corpos de prova (n=9).

3.2.2.5 Cultivo celular

O possivel efeito citotéxico das substancias liberadas pelos materiais foi
avaliado pelo método de cultura de células. Dessa forma, as células 3T3 foram
propagadas em meio de cultura Eagle suplementado (Figura 12). O cultivo das
células foi realizado em frascos (Costar; Corning Incorporated, Corning, NY, EUA)
com tampa contendo um filtro que permitia a passagem de CO,. Esses frascos

foram incubados em estufa com 5% de CO, a 37°C.>"*® (Figura 13).

FIGURA 12 — Aspecto dos fibroblastos (3T3) viaveis para
utilizacdo no teste de citotoxicidade

S f) y %)

Fonte: A autora.



33

FIGURA 13 — Células armazenadas em frasco com filtro
para passagem de CO,

Fonte: A autora.

Para a manutencdo da cultura, as células foram repicadas para novos
frascos apos periodos de 3 dias de incubacgédo, até 0 momento de realizacao do teste
de citotoxicidade. Para isso, 0 meio de cultura foi aspirado e 1 mL de tripsina com
EDTA foi adicionado com a finalidade de desagregar as células da parede do fundo
do frasco e obter uma suspensdo. Dessa suspensao de células, cada 1 mL foi
colocado em novo frasco, sendo acrescidos 9 mL de meio de cultura suplementado,
com o auxilio de uma micropipeta mecéanica (Labmate; HTL, Warsaw, Pol6nia). Cada
frasco foi, entdo, tampado e levado a estufa com 5% de CO, para a formacédo de
nova confluéncia de células.®”*® Todos os procedimentos foram realizados em area
asseptica dentro da camara de fluxo laminar previamente desinfetada com alcool
70°. Além disso, os materiais utilizados, com exce¢do das células, foram
esterilizados previamente em luz ultravioleta durante 20 min dentro da camara de
fluxo laminar.>"°®

Para a realizacdo do teste de citotoxicidade, uma suspensdo de 3 x 10°
células/mL de meio de cultura foi preparada. Para isso, as células foram descoladas
do fundo da garrafa por meio da adicdo de tripsina com EDTA. Apds 5 min em estufa
com 5% de CO,, 3 mL de meio de cultura Eagle suplementado foram adicionados na
garrafa com as células ja desprendidas. Essa suspenséo foi transferida para um
tubo de ensaio e colocada em centrifuga (Centribio; Equipar, Curitiba, PR, Brasil) por
10 min a 1.200 rpm, com o objetivo de precipitar as células no fundo do tubo. Em
seguida, dentro da camara de fluxo laminar, o sobrenadante foi desprezado e 1 mL
de meio de cultura Eagle suplementado foi adicionado e as células,
homogeneizadas. A partir dai, 10 uL de meio com as células foram retirados e
adicionados 10 pL do corante azul de Tripan. Dessa solugao, 10 pL foram removidos

e introduzidos na camara hemocitométrica tipo Neubauer (Boeco, Hamburg,
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Alemanha) (Figura 14A), onde, entdo, as ceélulas viaveis foram contadas com a
utilizacdo de um microscopio Optico (modelo YS 100; Nikon, Toquio, Japdo) com
aumento de 25x (Figura 14B). Em seguida, a suspensao foi ajustada a uma
concentracdo de 3 x 10° células/mL de meio de cultura. Duzentos microlitros dessa
suspenséo foram colocados em cada compartimento de duas placas com 96 orificios
(uma para o teste MTT e uma para o teste Vermelho Neutro), as quais foram
incubadas em estufa com 5% de CO; a 37°C por 24 h.

FIGURA 14 — A - Azul de Tripan sendo inserido na cadmara de Neubauer; B - Contagem
das células em microscépio Optico com aumento de 25x

Fonte: A autora.

Posteriormente, o meio de cultura foi desprezado e 200 uL dos extratos
foram acrescentados em cada orificio da placa (Figura 15). Na sequéncia, as placas

foram incubadas em estufa com 5% de CO, a 37°C por mais 24 h.
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FIGURA 15 — Retirada do meio de cultura dos
orificios e colocagdo dos extratos
dos corpos de prova
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Fonte: A autora.

3.2.2.6 — Teste de citotoxicidade pelo método MTT

Neste método, o sal metiltetrazélio é incorporado a cultura de células. A
enzima desidrogenase succinica das células viaveis quebra a estrutura do sal
tetrazolio, produzindo cristais de formazan cor azul, determinando, dessa forma,
valores relativos a intensidade da cor azul em espectrofotbmetro especifico com
comprimento de onda determinado. Quanto maior a atividade mitocondrial, maior
sera a intensidade da luz azul e, assim, maior o nimero de células viaveis.>"*®

Para o teste MTT, os extratos foram removidos e 200 pL de uma solucao de
meio de cultura e sal metiltetrazélio foram adicionados em cada orificio da placa de
cultura (Figura 16), a qual foi incubada em estufa com 5% de CO, a 37°C por 3a 4 h
para a formacdo dos cristais de formazan. Para cada grupo experimental, foram
destinados quatro compartimentos da placa (quadruplicata). Quatro orificios
receberam apenas 200 uL de meio de cultura novo (controle). Em seguida, a solucéo
de MTT foi retirada e 200 pyL de solucéo solubilizadora de MTT (propanol) foram
adicionados a cada orificio da placa, a qual foi agitada levemente por 5 min, para
solubilizar o sal. Logo apds, cada solugéo foi transferida para novos orificios para
evitar interferéncias das células aderidas ao fundo dos pocos na leitura pelo
equipamento. Posteriormente, a andlise da atividade mitocondrial foi feita em
espectrofotometro (Biotek EL 800; Biotek, Winooski, VT, EUA) com comprimento de

onda de 570 nm (Figura 17). Todos os procedimentos foram repetidos trés vezes.
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FIGURA 16 — Adicdo do MTT aos orificios (3 a 4 h de
incubacao)

Fonte: A autora.

FIGURA 17 — Analise da atividade mitocondrial em espectrofotémetro a 570 nm

Fonte: A autora.

3.2.2.7 — Teste de citotoxicidade pelo método Vermelho Neutro

A viabilidade celular também pode ser evidenciada com auxilio de corantes
vitais, como o Vermelho Neutro (Sigma, St. Louis, MO, EUA). Este reagente é
soluvel em 4gua e consegue atravessar a membrana celular, concentrando-se nos
lisossomos e fixando-se por meio de ligacbes eletrostaticas hidrofobicas em sitios
anibnicos na matriz lisossomal. Muitas substancias, dentre elas o monomémero
residual, danificam as membranas, resultando no decréscimo de captura e ligacao
do Vermelho Neutro. Portanto, € possivel distinguir entre células vivas e danificadas
ou mortas pela medida de intensidade de cor da cultura celular.®

Para a incorporagédo do Vermelho Neutro, os extratos foram removidos e 0s
pocos, lavados com PBS. A solucdo de Vermelho Neutro (40 pg/mL) foi previamente
centrifugada a 3.200 rpm por 10 min. Em seguida, duzentos microlitros desta

solucdo foram adicionados em cada pogo (Figura 18). As placas foram incubadas
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por 3 h para permitir a incorporacdo do corante nas células vivas. O meio foi
removido e as placas, lavadas com uma mistura de CaCl, 1% e formaldeido 0,5%
(eficiente em remover o corante externo). Duzentos microlitros de solucdo de acido
acético/etanol (1%/50%) foram adicionados. Apds 10 min a temperatura ambiente e
agitacdo durante poucos segundos no agitador de placas, a andlise da atividade
lisossomal foi feita em espectrofotdmetro a 540 nm. Todos os procedimentos foram
repetidos trés vezes.

FIGURA 18 — Aspecto do corante Vermelho
Neutro nos po¢os
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Fonte: A autora.

3.2.2.8 Analise dos resultados de citotoxicidade

A citotoxicidade foi determinada de acordo com a inibicdo encontrada em
relacdo ao grupo controle e os grupos foram classificados em: ndo citotdxico
(inibicdo menor que 25%); discretamente citotdxico (inibicdo entre 25% e 50%);
moderadamente citotoxico (inibicdo entre 50% e 75%) e intensamente citotoxico
(inibicdo maior que 75%).>°

Os resultados de viabilidade celular foram submetidos & ANOVA-2 fatores
(a=0,05; “material” e “ciclo de polimerizagdo”) para cada teste, MTT ou Vermelho
neutro, utilizando o software SAS 8.0 for Windows (SAS Institute Inc., Cary, EUA).

3.2.3 EXPERIMENTO 3 - Porosidade, sor¢cdo de agua e solubilidade de resinas

acrilicas para base de prétese polimerizadas convencionalmente ou em micro-ondas
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3.2.3.1 Confeccao dos corpos de prova para as analises de porosidade e sor¢céo de
agua e solubilidade

Para a andlise de porosidade, foram confeccionados corpos de prova (n=10)
retangulares nas dimensdes de 50 x 4 x 2,0 + 0,1 mm.®® Matrizes metélicas nessas
dimensdes (Figura 19) foram moldadas utilizando silicone laboratorial entre duas
placas de vidro. Para as andlises de sor¢cdo de &gua e solubilidade, foram
confeccionados corpos de prova (n=10) circulares nas dimensdes de 50 mm de

diametro x 0,5 mm de espessura® utilizando-se matrizes metélicas (Figura 20).

FIGURA 19 — Matriz metalica retangular (50 x 4 x
2,0+ 0,1 mm)

Fonte: A autora.

S

FIGURA 20 - Matriz metdlica
circular (50 mm de
didmetro x 0,5 mm
de profundidade)

Fonte: A autora.

O conjunto molde/matriz (Figura 21) ou apenas a matriz metalica (Figura 22)
foram incluidos em muflas, metalicas ou plasticas, utilizando gesso pedra tipo Ill. A
mufla foi fechada e permaneceu durante o tempo de presa do gesso sob carga de
0,5 t em prensa hidraulica. Apos esse periodo, a mufla foi aberta, a matriz metélica
foi removida e os materiais foram proporcionados e manipulados de acordo com as

instrucdes do fabricante (Tabela 1) e inseridos na mufla. A mufla foi, entdo, fechada
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e mantida sob carga de 1,25t em prensa hidraulica durante 30 min. Os corpos de
prova foram, entdo, submetidos aos ciclos de polimerizagcdo, convencional ou em

micro-ondas, apresentados na Tabela 2.

FIGURA 21 - Inclusdo do conjunto
molde/matriz em
mufla plastica para a
analise de porosidade

Fonte: A autora.

FIGURA 22 — Incluséo da matriz metalica circular
em mufla plastica para as andlises
de sorcao de 4gua e solubilidade

Fonte: A autora.

As muflas foram resfriadas em bancada por 30 min e em agua corrente por
15 min antes da remocdo dos corpos de prova. No caso dos espécimes de
porosidade, foi realizado um procedimento de acabamento e polimento
metalografico utilizando lixas de carbeto de silicio de granulagdo #100, 240 e 600
(Norton Abrasivos, Sao Paulo, SP). Para os corpos de prova de sor¢do de agua e

solubilidade, foram utilizadas fresas minicutt (Edenta, Suica) para remocdo de
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irregularidades de suas bordas. Os espécimes foram, entdo, examinados
visualmente e somente aqueles que apresentaram minima porosidade foram

utilizados.>?

3.2.3.2 Porosidade

A porosidade foi relacionada a quantidade de agua que cada espécime
absorveu apos ter sido acondicionado em agua destilada a 37°C. Para a realizagcéo
do método, os corpos de prova foram pesados em uma balanca analitica digital
(AW220; Shimadzu do Brasil, Sdo Paulo, SP, preciséo de 0,0001 g) em duas etapas.

Na primeira etapa, o espécime foi pesado diariamente apdés um periodo de
armazenamento em dessecador (Vidrolabor, Sdo Paulo, SP). Na segunda etapa, 0
espécime também foi pesado diariamente apds ter sido armazenado em &agua
destilada em estufa a 37°C. O registro final das pesagens para 0 espécime seco e
para o espécime umido foi realizado no momento em que se atingiu massa estavel,
gue ocorreu, em média, em 15 dias, evidenciada ap0s estabilizacdo em escala de
miligrama (Figura 23).

FIGURA 23 — Pesagem do espécime seco e Umido em duas
etapas: A — 12 etapa: ap6s armazenamento
em dessecador; B — 22 etapa: ap6s imersao

em agua destilada a 37°C
£ N \ 2

Fonte: A autora.

A porosidade foi analisada utilizando-se o método de porosimetria por meio

41,63,64

de gravimetria e, para isso, foi realizada uma pesagem adicional apds cada
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etapa experimental, com o espécime totalmente imerso em agua destilada (Figura
24).

FIGURA 24 — Pesagem adicional
com o0 espécime
totalmente imerso
em agua destilada

Fonte: A autora.

A partir dai, a porosidade foi calculada de acordo com as seguintes

Equacoes:

Ve seco = (Ms — Mg’)/Pagua

(2)

Ve tmido = (my — My)/Pagua

(3)

% Porosidade = 100 x (Ve seco - Ve umido)/Ve seco

(4)

nas quais: Ve seco (mL) representa o volume do espécime seco; ms (Q)
representa a massa do espécime seco registrada no ar; mg (g) representa a massa
do espécime seco registrada com o espécime mergulhado imediatamente na agua;
Pagua (9/ML) representa a densidade da agua; Ve umido (mL) representa o volume do
espécime umido; m, (g) representa a massa do espécime Umido registrada no ar e
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m, (g) representa a massa do espécime Umido registrada com o espécime

mergulhado imediatamente na agua.

3.2.3.3 Sorcéo de agua e solubilidade

Os corpos de prova foram submetidos a um processo de secagem com 0
objetivo de se atingir massa constante. Para isso, foram mantidos em dessecador a
vacuo e pesados diariamente em balanca digital até que a diferenca entre as
pesagens fosse inferior a 0,5 mg, em um periodo de 24 h. Apés a obtencdo da
massa inicial, os corpos de prova foram armazenados em agua destilada em estufa
a 37°C e também foram pesados diariamente, ap6s cuidadosa secagem com papel
absorvente, até a estabilizacdo que ocorreu em média em 7 dias.

Para calcular o grau de sorcéo e solubilidade, os corpos de prova passaram
novamente pelo processo de secagem acima descrito. As porcentagens de sorcao e

solubilidade foram calculadas utilizando-se as seguintes Equacdes:®

% Sorcao =100 x (mz —m3)/m;

()

% Solubilidade = 100 x (m1 — m3)/m1
(6)

nas quais: my representa a massa (mg) do corpo de prova apds imersao em
agua; ms representa a massa (mg) do corpo de prova apos a segunda dessecacao e

m; representa a massa (mg) do corpo de prova apos a primeira dessecacao.

3.2.3.4 Analise estatistica de porosidade, sorcdo de agua e solubilidade

Os resultados de porosidade, sor¢cdo de agua e solubilidade (%) foram
submetidos a analise estatistica utilizando a ANOVA 2 fatores (“material” e “ciclo de
polimerizacao”) e teste de Tukey HSD (a=0,05). Analises do poder da amostra foram
realizadas para todos os dados obtidos utilizando o software (IBM SPSS 19; SPSS
Inc., IBM Company, Armonk, NY, EUA).
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3.2.4 EXPERIMENTO 4 — Efeito da imersdo em liquidos potencialmente corantes
associada a escovacgdo simulada sobre a rugosidade de superficie e a cor de resinas

acrilicas polimerizadas convencionalmente e em micro-ondas

3.2.4.1 Confeccédo dos corpos de prova para as analises de rugosidade de superficie
e de estabilidade de cor

Os corpos de prova (n=5) foram confeccionados, a partir de moldes
utilizando silicone laboratorial, de matrizes metélicas na forma de discos com
dimensdes de 20 mm de diametro e 3,0 = 0,1 mm de espessura® (Figura 25A). O
conjunto molde/matriz foi incluido em muflas, metalicas ou plasticas, utilizando

gesso pedra tipo Il (Figura 25B).

FIGURA 25 — A - Matriz metdlica circular (20 mm de diametro x 3,0 £ 0,1 mm
de espessura); B - Inclusdo da matriz metélica circular em
mufla metalica para as analises de rugosidade de superficie e
estabilidade de cor

Fonte: A autora.

A mufla foi fechada e mantida sob carga de 0,5 t em prensa hidraulica
durante o tempo de presa do gesso. ApOs esse periodo, a mufla foi aberta, as
matrizes foram removidas e os materiais foram proporcionados e manipulados de
acordo com as instrucfes do fabricante (Tabela 1) e inseridos na mufla. Os corpos
de prova foram, entdo, submetidos aos ciclos de polimeriza¢do, convencional ou em
micro-ondas apresentados na Tabela 2.

Em seguida, as muflas foram resfriadas em bancada por 30 min e em agua
corrente por 15 min.®®> Os corpos de prova foram removidos dos moldes e
submetidos a um procedimento de acabamento e polimento metalografico em politriz

a 100 rpm sob irrigacdo constante, seguindo uma sequéncia de lixas de carbeto de
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silicio (#240, 400, 600 e 1200; 3M, Campinas, SP, Brasil) durante 20 s cada nas
duas faces do espécime.

Os corpos de prova (Figura 26) foram finalmente armazenados em &agua
destilada em estufa a 37°C por 48 h.>* Uma tira de fio dental foi colada & lateral de
cada corpo de prova para manté-los suspensos, sem contato com o fundo do
recipiente, e para que durante a avaliagdo da cor ndo houvesse interferéncia na face
de leitura.®® Este tempo de armazenamento inicial em agua destilada foi considerado

como To.

FIGURA 26 — Corpo de prova das andlises
de rugosidade de superficie e
estabilidade de cor ap6s
polimento

Fonte: A autora.

3.2.4.2 Solucdes corantes e condi¢des de imersao

Para a investigacdo da estabilidade de cor das resinas, foram selecionados
dois alimentos liquidos com base em seu potencial de manchamento e frequéncia de
ingestao pela populacéo: café soluvel e vinho tinto; e a agua destilada foi utilizada
como liquido ndo corante.

A solucédo de café foi preparada na propor¢cédo de 3,6 g de café instantaneo
soluvel (Nestlé Brasil Ltda., Araras, SP, Brasil) para cada 300 mL de 4gua destilada
em ebulicdo.®” Os corpos de prova foram imersos nesta solu¢cdo somente apds seu
resfriamento. Para a solugéo de vinho tinto, foi utilizado um vinho tinto seco de mesa
da marca Campo Largo (Campo Largo, PR, Brasil).

Apbs o Ty, foram feitas analises de rugosidade de superficie (Figura 27) e de
cor (Figura 28) que corresponderam aos valores iniciais de cada corpo de prova. Na
sequéncia, os espécimes foram imersos em 150 mL de uma das trés solucdes,
também suspensos pelo fio dental, e armazenados em estufa a 37°C durante 36

dias (T1). O tempo proposto foi baseado na especulagdo que 24 h de imersdo em
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café simularia 0 manchamento associado ao consumo por um més.®®®. Assim, 36
dias simularia 3 anos de uso de proteses removiveis. Apos este periodo, as anélises
de rugosidade e de cor foram novamente realizadas correspondendo aos valores

finais dos corpos de prova.

FIGURA 27 — Analise de rugosidade de superficie
| ——

Fonte: A autora.

FIGURA 28 — Anélise de cor em espectrofotdmetro

Fonte: A autora.

As solucdes eram substituidas quando se verificava alteracées nos valores
de pH (DMPH-2; Digimed®, Séao Paulo, SP, Brasil), sinais visuais de contaminacéo
fungica e/ou precipitacdo de particulas no fundo dos recipientes. De acordo com
estas avaliacdes, padronizou-se a substituicdo a cada 3 dias. Os pHs das solucdes

utilizadas foram em média de 3,0 para o vinho tinto, 5,0 para o café.

3.2.4.3 Delineamento do Experimento 4
A descricao ilustrada do experimento 4 esta representada na Figura 29 sob a

forma de um fluxograma.



FIGURA 29 — Fluxograma representando o delineamento do Experimento 4
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Fonte: A autora.

3.2.4.4 Validacédo da etapa de escovacédo simulada

46

Para a determinac&o da forma como os corpos de prova seriam escovados

condicBes, anteriormente ao periodo final de analise T;:

- condicdo 1 = escovacéao diaria usando 1.500 ciclos durante 36 dias;
- condigdo 2 = * Ta: 6° dia — 9.000 ciclos equivalentes a seis meses;

* Tg: 12° dia — 9.000 ciclos equivalentes a seis meses.

num total de 54.000 ciclos, numa frequéncia de 370 ciclos por minuto, foram
confeccionados espécimes (n=3) da resina de cor mais clara e maior translucidez
(Vipi Cril) e imersos na solucdo com maior potencial de manchamento (vinho
tint0)®®®® durante 36 dias e, a partir dai, foram avaliadas as propriedades de
rugosidade de superficie e estabilidade de cor. Uma vez que 18.000 ciclos
correspondem a um periodo de escovacao regular de um paciente adulto durante

um ano,’® os espécimes foram escovados nas suas duas faces em trés diferentes



47

* Tc: 24° dia — 18.000 ciclos equivalentes a um ano;
* Tp: 36° dia — 18.000 ciclos equivalentes a um ano.
- condicdo 3 =* Tg: 12° dia — 18.000 ciclos equivalentes a um ano;

* Tr: 36° dia — 36.000 ciclos equivalentes a dois anos.

Os resultados de rugosidade de superficie (Ra, um) e de alteracdo de cor
(AE) da etapa de validagéo da escovagao foram analisados por meio da ANOVA de
fator Unico e da ANOVA 2 fatores de medidas repetidas, respectivamente, utilizando
o software SPSS (IBM SPSS 19; SPSS Inc., IBM Company, Armonk, NY, EUA).

N&o foi detectada diferenca estatisticamente significante entre as condicdes
experimentais avaliadas para ambos os fatores (P>0,05). A Figura 30 ilustra os
resultados de rugosidade de superficie. Os resultados de AE L*a*b* ndo foram

considerados clinicamente significantes (Tabela 4).

FIGURA 30 - Valores médios + desvio padrédo de rugosidade de
superficie (Ra, um) dos corpos de prova da resina
VC na etapa de validacdo da escovacdo simulada

2,0

L N
AN LS

0,0

—

Rugosidade de superficie (Ra)

TO‘Tl‘ ‘TO‘Tl‘ ‘TO‘TI‘
CONDICAO 1 ‘ CONDICAO 2 ‘ CONDIGAO 3 ‘

Fonte: A autora.

Tabela 4. Valores médios (desvio padréo) de AE L*a*b* dos corpos de prova da resina VC na etapa
de validacao da escovagédo simulada

Condicao 1 Condicao 2 Condicao 3

2,1 (1,4) 3,3 (0,9) 2,6 (1,0)

Fonte: A autora.

3.2.4.5 Escovacao simulada
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Optou-se pela escovagao simulada na condicdo 2, visto que a mesma
resultou em um padrao de rugosidade de superficie mais préximo da condi¢édo 1, na
gual a escovacéo foi feita diariamente (Figura 30). Portanto, utilizando a condigcao 2
de escovacéo simulada, ap6s cada um dos periodos de imersao (Ta, Tg, Tc € Tp), 0S
corpos de prova eram removidos das soluc¢des (agua destilada, café soltuvel e vinho
tinto) e lavados em agua corrente. Em seguida, eram posicionados em stubs de
cloreto de polivinila contendo resina acrilica incolor autopolimerizavel (Jet; Artigos
Odontolégicos Classico, Sao Paulo, SP, Brasil), e fixados com cera utilidade de
modo que uma de suas faces ficasse alinhada ao bordo do stub.

Na maquina de escovacao simulada (MSEt; Marcelo Nucci ME, Séo Carlos,
SP, Brasil), foram adaptadas dez escovas com cerdas de nylon com comprimento
uniforme,”* flexibilidade e extremidade arredondada (Tek®30; Johnson & Johnson
do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil) (Figura 31). As escovas eram substituidas logo

quando alguma deterioracdo ou desgaste das cerdas eram observados.’*"

FIGURA 31 — Posicionamento dos stubs e corpos de prova na maquina de escovacgao

S

Fonte: A autora.

O dentifricio (Colgate Total 12 Clean Mint; Colgate Palmolive, S&o Paulo,
SP, Brasil) foi diluido em agua destilada na proporcdo em peso de 1:1. Essa mistura
foi homogeneizada em agitador magnético (modelo 752; Fisatom, Sado Paulo, SP,
Brasil) por 1 min. As solucfes do dentifricio eram colocadas em seringas plasticas e,
entdo, encaixadas nha maquina de escovacao.

O equipamento foi configurado para realizacdo dos ciclos no eixo X com
movimentos de vai e vem e uma carga vertical de 200 g foi regulada sobre cada
corpo de prova.*”®’™ Os ciclos programados foram realizados nas duas faces de cada
corpo de prova a uma temperatura de 37°C e, a cada 2 min, 2 mL da solucdo de

dentifricio eram injetados sobre 0s espécimes.
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3.2.4.6 Rugosidade de superficie

Em cada periodo de analise (Figura 29), os espécimes eram removidos do
recipiente contendo uma das solucdes de imerséo, secos com papel absorvente e
submetidos a avaliagéo da rugosidade de superficie (Ra).

Foi utilizado um rugosimetro de bancada (Surfcorder SE 1700; Kozaka
Industry, Kozaja, Jap&o) de diametro de ponta ativa 2 um e precisdo de 0,01 um de
resolucéo, calibrado a um comprimento de 0,8 mm, 2,4 mm de percurso de medida,
a uma velocidade de 0,5 mm/s de ida e 1 mm/s de volta.

Foram realizadas trés mensuragdes em diferentes regides de uma das faces
dos corpos de prova, obtendo-se uma média aritmética que equivaleu ao valor

médio de rugosidade de superficie para aquele espécime.*®’®

3.2.4.7 Estabilidade de cor

Apos o término do tempo de armazenamento inicial de 48 h, os corpos de
prova foram removidos da agua destilada, secos delicadamente com papel
absorvente e posicionados em um orificio especifico na lateral do acessoério para
medida de reflexdo difusa do espectrofotdmetro, suspensos pelo fio dental como
relatado anteriormente, para a mensuracao inicial de cor.

Foi utilizada a técnica de espectrofotometria de reflectancia, por meio do
equipamento Varian-Cary, iluminante D-65, espectro de 830 nm a 360 nm, espaco
de cor CIE-L*a*b* e angulo de observador de 10°. Anteriormente a primeira leitura de
cor, foi realizada a leitura de um fundo padrédo branco universal, para correcdo de
linha de base. A leitura inicial foi registrada em coordenadas referentes ao espaco
internacional de cor CIE-L*a*b*.%°

Imediatamente apdos o término da primeira leitura de cor (To), 0S corpos de
prova foram imersos por 36 dias em uma das solucbes de armazenamento e
submetidos aos ciclos de escovacdo conforme detalhado na Figura 29. Apos os
ciclos finais de escovacédo, os corpos de prova foram lavados em agua corrente,
secos cuidadosamente com papel absorvente e submetidos a leitura final de cor (T3).
Antes de cada mensuracdo, os corpos de prova eram retirados das solucdes e
secos delicadamente com papel absorvente. A comparacdo da cor antes e apos a

imerséo nas solucdes foi dada pela diferenca de cor de acordo com a Equacéo 7:
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AE = V(AL*)” + (Aa*)” + (Ab*)*
(")

na qual: “AL*”, “Aa*” e “Ab*” representam as diferencas de leituras das trés
coordenadas (eixo y, “L*’; eixo x, “@a* e eixo z, “b*") apds e antes da imersdo. O
parametro “L*” representa a luminosidade variando de O (preto) a 100 (branco); os

%

parametros “a*” e “b*” refletem a cromaticidade variando de vermelho (+a*) a verde

(-a*) e amarelo (+b*) a azul (-b*).

Por esse tipo de analise, considerou-se como clinicamente significativa a
alteracao de cor cujo AE L*a*b* foi superior a 3,3. Além disso, as alteragbes de cor
foram quantificadas pela National Bureau of Standards (NBS; Tabela 5) tendo em
vista os valores de AE baseados em uma féormula (Equacdo 8) constante de

alteracéo de cor perceptivel ao olho humano:®®

NBS = AE L*a*b* x 0,92

(8)
Tabela 5. Escores de alteracao de cor segundo o sistema NBS
Valores de alteracéo da cor Visualizacdo da alteracao pelo olho humano
0,0a0,5 Tracos de alteracéo
05a1l15 Alteracéo leve
15a3,0 Alteracéo perceptivel
3,0a6,0 Alteracdo marcada
6,0a12,0 Alteracdo extremamente marcada
12,0 ou mais Alteracdo para outra cor

Fonte: May KB, et al. Denture base resins: comparison study of color stability. J Prosthet Dent.
1992;68(1):78-82.*

3.2.4.8 Analise estatistica de rugosidade de superficie e estabilidade de cor
Os resultados de rugosidade de superficie foram submetidos a andlise

estatistica utilizando a ANOVA 3 fatores (“ciclo de polimerizagao”, “solugcao” e “tempo
de imersao”) de medidas repetidas seguida pelo teste de Bonferroni (a=0,05). Os
resultados de alteragdo de cor foram submetidos a ANOVA 2 fatores (“ciclo de

polimerizagao” e “solu¢ao”) seguida pelo teste de Bonferroni (a=0,05). Analises do
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poder da amostra foram realizadas para todos os dados obtidos utilizando o software
(IBM SPSS 19; SPSS Inc., IBM Company, Armonk, NY, EUA).
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ABSTRACT

Objectives. To evaluate the degree of conversion (DC) and kinetics of polymerization of heat-
polymerized acrylic resins (Vipi Cril-VC and Vipi Wave-VW) after conventional or
microwave-cured cycles.

Methods. Specimens (n=6; 50x2 mm) were made, cured: 1-WB=65°C during 90 min + boiling
during 90 min (VC cycle—control group); 2-M630/25=10 min at 270 W + 5 min at 0 W + 10
min at 360 W (VW cycle); 3-M550/3=3 min at 550 W; 4-M650/5=5 min at 650 W, and then
immersed in distilled water at 37°C for 48 h. A micro-FT-Raman spectrometer evaluated DC
(%). An FTIR spectrometer in ATR mode also measured the kinetics of polymerization of the
materials prior to thermal activation. Data were submitted to 2 way-ANOVA/Bonferroni
(0=0.05).

Results. For VC resin, there was no significant difference among the groups. For VW resin,
the lowest values appeared in the M630/25 and M650/5 cycles (P<0.03). WB cycle resulted in
the highest mean values for both materials (P<0.05). DC values ranged from 66.9 to 85.9%. A
similarity of the kinetic of polymerization results was observed and both the materials
presented 36.8% of conversion before the cycles.

Significance. Microwave polymerization presents several advantages in relation to water-bath
conventional cycles such as great time reduction. To polymerize a conventional-formulated
denture base material using a shorter microwave cycle with DC values similar to longer
cycles represents an improvement because the resulting material may present adequate
physical and mechanical properties.

Keywords: polymethyl methacrylate, microwave, Raman spectroscopy, Fourier transform

infrared spectroscopy.
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1. Introduction

For many decades, the most common material used for making denture bases has been the
polymethyl methacrylate. These acrylic resins are heat-activated and processed within
controlled temperature during specific periods. Over the years, one of the most significant
changes in the use of these materials was related to advances in faster polymerization cycles.
The purpose of shorter or conventional processing cycles is to polymerize resins without
creating porosity. In the conventional water-bath method, the heating of resin is slow because
the monomer molecules are passively moved due to the thermal shock of other molecules [1].
In microwave polymerization, the monomer molecules move due to internal heat produced by
a high-frequency electromagnetic field [2], eliminating the time required to transfer the heat
from the water bath until the resin inside the flask. Thus, this alternative method has
advantages such as time reduction [2], ease and cleaning during acrylic resin processing [3],
minimal color change in the denture base resin, and low risk of fracture of artificial teeth
during deflasking [4].

The addition polymerization of these materials requires thermal activation of the
initiator benzoyl peroxide to form free radicals. These molecules attract methacrylate
monomers, which have their carbon double bonds (C=C) converted into single bonds (C-C).
A series of chemical reactions occur with the formation of polymers from a large number of
monomer molecules. Theoretically, these reactions should proceed with the increased heat
until all the monomer has converted to polymer [5]. However, as the temperature of
polymerization decreases, polymer formation also decreases so residual monomer molecules
remain in the polymerized resin [6].

Studies have shown that the amount of residual monomer may be influenced by time,
temperature [7], and polymerization method, being higher in autopolymerizing resins than

that of the heat-polymerizing denture base resin, and low in microwaved resins [8]. Due to its
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plasticizing effect, monomer may adversely affect the physical [9] and mechanical properties
[1] of the resulting polymer; and the higher the degree of conversion of double bonds, the
higher the mechanical properties of the resins [7]. Furthermore, the residual monomer
released from the denture base material can cause cytotoxicity [10] and irritate the soft tissues
associated to the denture [11,12].

Proper selection of microwave curing cycles is important to prevent overheating of the
monomer that could cause degradation, porosity, and consequent damage to the properties of
the prosthesis [2]. According to Bafile et al. [13], resins formulated for use in a microwave
oven could contain triethylene or tetraethyleneglycol dimethacrylate in their composition.
These dimethacrylates have low vapor pressure, allowing polymerization at elevated
temperatures (between 100°C and 150°C) without risk of porosities, unlike methyl
methacrylate, which has a high vapor pressure [13].

While several studies have assessed the conversion of resin composites, little
information is available on denture base acrylic resins [1,14-16]. The analysis of degree of
conversion is a tool for evaluation of the mechanical properties of the polymer and its clinical
performance [17] and the authors found no work in the literature that had evaluated the degree
of conversion of conventional acrylic resins or resins formulated for microwave after
experimental microwave curing cycles. Thus, this study aimed to evaluate the degree of
conversion of acrylic resins Vipi Cril (VIPI Produtos Odontol6gicos, Pirassununga, Sao
Paulo, Brazil) and Vipi Wave (VIPI Produtos Odontoldgicos) after water-bath conventional
and microwave curing cycles. In addition, the authors measured the kinetics of polymerization
of the materials prior to thermal activation. The hypotheses evaluated in this study were that

the resins would differ in their degree of conversion and Kinetics of polymerization.

2. Material and methods
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2.1 Materials
The acrylic resin denture bases selected for this study are presented in Table 1.
2.2 Specimen preparation
To obtain specimens (n=6) with the dimensions recommended by 1SO 1567 [18] specification
for the evaluation of residual monomer content [6,16], stainless steel circular matrixes with
the dimensions of 50 mm diameter and 3 mm in thickness were used. The metal matrixes
were molded using laboratory silicone (Zetalabor-Zhermack, Labordental, Sdo Paulo, SP,
Brazil) and the set mold/matrix was invested in metal (OGP, Braganca Paulista, SP, Brazil) or
plastic flasks (Vipi Ltda., Pirassununga, SP, Brazil). The materials were handled according to
the manufacturer’s instructions (Table 1) and packed into the flask. The specimens then
underwent conventional water-bath (SL-155/22, Solab, Piracicaba, SP, Brazil) or microwave
(MEF 41, Electrolux, Manaus, AM, Brazil) polymerization cycles shown in Table 2.

The flasks were bench cooled for 30 min and then in running water for 15 min [18].
After deflasking, 0.5 mm on each side of the specimens was removed using metal devices to
obtain the thickness of 2 mm [18]. The finishing and polishing (Aropol E-200, Cotia, SP,
Brazil) procedures employed silicon carbide sandpapers #240, 400, 600, 1200, 2000, and felt
discs with diamond pastes of 6, 3, and 1 um (3M Brazil, Sumaré, SP, Brazil) under constant
irrigation. The specimens were then stored in distilled water at 37°C for 48 h [18].
2.3 Degree of conversion analysis
Analysis employed the FT-Raman spectrometer (Bruker Senterra DU420A-OE-152, Bruker
Optics GmbH, Ettlingen, Baden-Wirttemberg, Germany) coupled with optical microscopy.
The spectra were recorded at room temperature. The experimental parameters were:
neodymium:yttrium-aluminum-garnet (Nd:YAG) laser at 532 nm and 20 mW as a source;
CCD detector thermoelectrically cooled; spectral resolution of 3 to 5 cm™; wavelength from

2750 to 1520 cm™; five co-additions and integration time of 2 s. Of three random
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measurements, the average value represented each specimen. The software Spectroscopy
Opus version 6.5 (Bruker Optics Inc., Billerica, MA, USA) was used to data processing.

2.4 Kinetics of polymerization assessment

These analyses employed an FT-IR spectrophotometer (Tensor27, Bruker Optics GmbH,
Ettlingen, Baden-Wirttemberg, Germany). The spectra were recorded at room temperature in
kinetics mode at a rate of 1 spectrum/s with a resolution of 4 cm™ in a wavelength range of
800-4000 cm™ in the ATR mode.

Analyses described the kinetics of polymerization of the materials, prior to thermal
activation by the polymerization cycles. So, the materials were handled and directly
positioned on the ATR crystal surface and the analyses were made during 50 min (15-20 min
for the dough to reach the plastic phase plus 30 min simulating the time for pressure).

2.5 Degree of conversion and kinetics of polymerization calculation

The degree of conversion (%) and the kinetics of polymerization were calculated using the
baseline standard technique [19] by comparing the peak heights of the absorbance of alkene
(C=C) at 1640 cm™ and ester functional groups (C=0) at 1720 cm™ (internal standard) [16],
before (immediately after the material handling), and during the polymerization (kinetics) or
after the polymerization of the specimens. From the ratio between these absorbance values,
the unreacted double bonds were calculated:

DC% = 1 — [(Abs C=C/Abs C=0)ater/(Abs C=C/Abs C=0)pefore] X 100
2.6 Statistical analysis
The degree of conversion data (%) were submitted to two-way ANOVA (“material” and
“curing cycle” factors) followed by Bonferroni test (¢=0.05). Post-hoc power analysis was
performed using the personal statistical software (IBM SPSS 19, SPSS Inc., IBM Company,

Armonk, NY, USA).
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3. Results

Figures 1A and 1B show the infrared spectra overlap obtained immediately after handling
Vipi Cril and Vipi Wave resins, respectively, after the plastic phase (15-20 min), after an
additional 30 min (pressing period), and after M550/3 microwave polymerization cycle. It can
be seen the progressive reduction of the peak height at ~ 1640 cm™ in comparison with the
peak of reference. Figures 2A and 2B show the infrared spectra overlap obtained for the
powder and the liquid, respectively, of Vipi Cril and Vipi Wave resins. As shown, the
materials have similar composition.

For the number of specimens used to evaluate the degree of conversion (n=6), this
study had adequate power for the interaction “material” and “curing cycle” (91.5%; a=0.05).
The results of degree of conversion are shown in Table 3.

According to Table 3, there was no statistically significant difference among all
groups (P>0.587) for Vipi Cril resin. For Vipi Wave, the lowest degree of conversion values
were obtained in M630/25 and M650/5 cycles (P<0.03) and only in these cycles, there was a
statistically significant difference (P=0.000) between the materials with Vipi Cril resin
showing the highest degree of conversion values. The conventional water-bath cycle
promoted the highest degree of conversion values for both materials (P<0.05). Average values
were between 66.9% and 85.9%.

Figure 3 shows the Kinetics of polymerization of Vipi Cril and Vipi Wave resins prior
to thermal activation. It is possible to observe the similarity between the curves and both

materials reached conversion rates of around 36% prior to polymerization cycles.

4. Discussion
FT-Raman spectroscopy used in this study is an alternative method widely used to determine

the carbonic double bonds (C=C) converted into single bonds (C-C) [16,20]. The low power
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of the laser near to infrared of the FT-Raman spectrophotometer makes it possible to analyse
colored species, which can be heated by laser beam without loss of sensitivity by fluorescence
of organic compounds [21]. This technique can be used on pigmented denture base materials,
unlike the direct infrared method which can only be used for transparent polymeric materials
[22]. Other advantages of this method include a quick scan with a minimum of preparation of
specimens because incident radiation can be focused on the sample and the scattered radiation
is collected by suitable optical lenses. To use the micro-FT-Raman in this study, the
specimens needed only present an extremely smooth surface, obtained with the sequential
polishing with silicon carbide papers and felt discs with diamond pastes. Furthermore, Raman
scattering has a sensitivity to highly symmetric C=C vibration of the acrylate-based resins
used in Dentistry [20]. The peak absorbance at 1710 cm™ used as an internal standard in this
study is considered ideal for acrylic resin analysis [15]. However, not every polymethyl
methacrylate in the polymerized resin has resulted from methyl methacrylate monomer
conversion [15]. The acrylic resins are supplied in powder form containing prepolymeric
polymethyl methacrylate beads and liquid that contains the monomers. Thus, this study
calculated the degree of conversion of the polymerized specimen by comparing it with the
degree of conversion of the initial acrylic resin dough immediately after handling to eliminate
this bias.

The hypotheses evaluated in this study that “the resins would differ in their degree of
conversion and kinetics of polymerization” were partially accepted, since difference was
noted between two polymerization cycles only for Vipi Wave resin and in these cycles, the
Vipi Cril resin was superior. The Kinetics of polymerization of the materials was similar and
resulted in equal final values; however Vipi Cril resin converted faster, sooner.

From analysis of the powder and liquid of the resins in infrared spectroscopy, a

similarity in the materials’ composition was observed, as can be seen in Table 1 that contains
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the information provided by the manufacturer. Truong and Thomasz [23] also reported no
difference in the composition of conventional or microwave acrylic resins after flexural
strength, hardness, water sorption and solubility, and porosity. Likewise, Bonatti et al. [24]
found no difference in color stability between conventional heat-polymerizing and other
microwaveable resin after accelerated aging and immersion in liquid food dyes. They related
the results to the fact that the materials had the same manufacturer, presenting therefore
similar compositions. However, a previous study carried out under the same conditions of this
study reported that, despite the manufacturer reporting the same chemical composition for
both resins, it was likely that Vipi Cril resin presented a greater concentration of
ethyleneglycol dimethacrylate as crosslinking agent than Vipi Wave resin because the
conventional resin showed greater flexural strength and modulus of elasticity [25]. This may
explain the fact that there was no difference between polymerization cycles, either in water-
bath or microwave, to Vipi Cril resin and its initially faster chemically activated kinetics of
polymerization. The heat generated by water or microwave causes an increased mobility in
the monomer molecules and dimethacrylate resulting in more highly crosslinked polymer
chains [26], which results in a higher conversion of monomer to polymer [27].

As reported, there was no difference between materials when conventionally
polymerized in water bath and higher values of degree of conversion were observed. It has
been reported that the higher the water bath temperature, the better the polymerization and the
lower the residual monomer concentration [6,22], especially in cycles including a final
temperature at 100°C for at least 30 min [6,27].

Nevertheless, both resins polymerized in shorter microwave cycles showed conversion
values without significant difference from the conventional cycle. Shorter polymerization and
lower residual monomer content are two advantages of this alternative processing. One

possible explanation concerns high-frequency mobility of monomer molecules within the
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polymer mass during polymerization, causing rapid internal heating and hence resulting in a
higher conversion [2]. Higher temperatures usually promote faster conversion of monomer,
since the propagation constant and the diffusion coefficient increases with temperature.
However, a high increase in temperature as occurs during microwave irradiation can affect the
quality of the polymer, resulting in lower molecular weight chains or degrading polymers
[28].

Therefore, it should be emphasized that one can polymerize the conventional heat-
polymerizing acrylic resin Vipi Cril in short cycles using temperatures above 100°C, like
those of microwave processing, with adequate conversion values and no difference from the
water bath polymerization. llbay et al. [29] also concluded that the microwave polymerization
might be also applied to conventional acrylic resins without harming their properties.

The lowest values of conversion in this study were those of Vipi Wave resin when
polymerized using the cycle recommended by the manufacturer. A longer cycle in microwave
theoretically generates greater energy, but during the 5 min break before reprogramming the
microwave to the second stage of the cycle, a decrease of the energy levels of the excited
molecules can be expected [30]. This fact associated to the possibility that this material has a
lower amount of crosslinking agents can explain its lower conversion than Vipi Cril resin.

This study observed conversion values between 66.9% and 85.9% for Vipi Cril and
Vipi Wave resins when polymerized conventionally or by microwave. These values are close
to the percentages observed including for denture base resins polymerized at longer cycles
[31]. In addition, this study also observed the effect of tertiary amine in the powder
composition on the degree of conversion of the heat-polymerizing resins. During the bench
polymerization, the chemical activation of benzoyl peroxide by amine reached conversion
values of around 36%. Thus, the heat supplied by polymerization cycle accounted for an

average of 42.7% of the polymer conversion.
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However, for the analysis of the polymerization reaction, besides the evaluation of the
degree of conversion of the materials, it would also be interesting to characterize the
polymeric structure formed by measuring its degree of crosslinking. The degree of
conversion, despite its importance, is an average assessment that does not consider that
regions of low and high conversion of the polymer can demonstrate remaining double bonds
as if the material had been homogeneously polymerized. Furthermore, the polymers differ
linearly and even with different crosslinking densities, they can have similar values of degree
of conversion [26]. Although other factors such as analysis of porosity affect the performance
of the denture base material [1], the polymerized materials in the experimental cycles
evaluated in this study had adequate conversion values, suggesting potentially low levels of
residual monomer. Nevertheless, some authors suggest immersing the prosthesis in water
prior to installation in the patients to reduce the intraoral release of residual monomer [8,27].
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Captions to Tables and Figures

Table 1 — Denture base acrylic resins used in this study

Table 2 — Experimental polymerization cycles evaluated in this study

Fig. 1 — Infrared spectra (FTIR) of resins immediately after handling, plastic phase,
pressing period, and microwave polymerization (M550/3). A — Vipi Cril; B — Vipi Wave
Fig. 2 - Infrared spectra (FTIR) of Vipi Cril and Vipi Wave resins. A — powder samples;
B - liquid samples

Table 3 — Means, standard deviation, and statistical significance of degree of conversion (%)
for the evaluated polymerization cycles

Fig. 3 - Kinetics of polymerization of Vipi Cril and Vipi Wave resins prior to

polymerization cycles
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HIGHLIGHTS
e Vipi Cril and Vipi Wave have similar chemical composition.
e DC values of Vipi Cril polymerized both conventionally or in microwave are similar.
¢ Vipi Wave had the lowest DC when polymerized using its recommended cycle.
e Chemical activation resulted in DC close to 36%.

e The final polymerization by the cycles resulted in DC around 78.7%.
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Material Compositiont (batch) - _
Type _ Powder/liquid ratio
(acronym) Powder Liquid

Manufacturer

Methyl methacrylate

Polymethyl methacrylate
(MMA), ethyleneglycol

Vipi Cril® ) (PMMA), benzoyl peroxide, )
Conventional _ dimethacrylate 2.159/1 mL
(VC) pigments o
(EGDMA), inhibitor
(00773)
(32144)
o ] PMMA, benzoyl peroxide, MMA, EGDMA,
Vipi Wave® Microwaved- ) o
pigments inhibitor 2.159g/1 mL
(VW) processed
(12041) (33576)

Vipi, Pirassununga,
SP, Brazil

Vipi, Pirassununga,
SP, Brazil

7 According to the MSDS provided by the manufacturer.
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Group Polymerization cycles

Reference

e immerse the flask in cold water;
WB (water-bath —

) e heat water up to 65°C during 30 min and maintain for 1 h;
conventional

L ¢ heat water until boiling point during 30 min and maintain for 1 h;
polymerization)
e turn off the water-bath and let cool down

Manufacturer’s recommended cycle to

cure VC resin

270 W for 10 min

Manufacturer’s recommended cycle to

M630/25 0 W for 5 min
cure VW resin
360 W for 10 min
M550/3 550 W for 3 min Ilbay et al. [29]
M650/5 650 W for 5 min Patil et al. [32]
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Table 3 — Means, standard deviation, and statistical significance of degree of conversion (%)

for the evaluated polymerization cycles

Polymerization Cycle

Materials
WB M630/25 M550/3 M650/5
VC 84.6 (4.2) Aa 85.8 (5.4) Aa 79.9 (5.7) Aa 85.9 (5.1) Aa
vW 82.8 (6.3) Aa 66.9 (7.8) Bb 74.9 (6.3) ABa 68.5 (8.2) Bb

Means followed by different letters (uppercase: within row; lowercase: within column) are

significantly different at a=0.05.
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4.2 CAPITULO 2 — Artigo Citotoxicidade de resinas acrilicas para base de
protese polimerizadas convencionalmente ou por micro-ondas: Analise por
MTT e Vermelho Neutro, que serd versado para a lingua inglesa, revisado e

submetido para publicacdo no periodico Dental Materials.
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RESUMO

Objetivos. O objetivo deste estudo foi quantificar a citotoxicidade de resinas acrilicas para
base de proteses (Vipi Cril-VC e Vipi Wave-VW) ap0s terem sido submetidas a ciclos de
polimerizagdo recomendados pelo fabricante e experimentais em micro-ondas.

Métodos. Os grupos avaliados foram: 1) BA = (65°C por 90 min + 90 min em ebuligéo), ciclo
recomendado para a resina VC; 2) M630/25 = 10 min a 270 W + 5 mina 0 W + 10 min a 360
W, ciclo recomendado para a resina VW; 3) M650/5 = 5 min a 650 W; 4) M550/3 = 3 min a
550 W. Corpos de prova (n=9; 10 x 1 mm) foram confeccionados e armazenados em &gua
destilada esteril a 37°C por 48 h. Apds esterilizacdo em luz ultravioleta, os corpos de prova
foram armazenados em 9 mL de meio de cultura Eagle, suplementado com 1% de soro fetal
bovino e 80 pg/mL de gentamicina e incubados a 37°C por 24 h para obtencdo dos extratos.
Fibroblastos de hamster (3T3) foram propagados no meio de cultura suplementado. A
citotoxicidade dos materiais foi analisada quantitativamente por meio das analises
colorimétricas MTT e Vermelho Neutro, utilizando um espectrofotémetro a 570 e a 540 nm,
respectivamente. Os grupos foram classificados em: ndo citotoxico, discretamente citotoxico,
moderadamente citotoxico e intensamente citotoxico. Os valores de viabilidade celular foram
avaliados pela ANOVA-2 fatores (0=0,05).

Resultados. Nao houve diferenca estatisticamente significante (P>0,05) entre os materiais e 0s
grupos experimentais e todas as condi¢cdes resultaram em efeitos ndo citotoxicos (viabilidade
celular superior a 75%), em ambas as analises MTT e Vermelho neutro.

Significancia. A polimerizagdo em micro-ondas apresenta vantagens em relacdo a
polimerizacdo convencional em banho de dgua, como reducdo do tempo de execucdo. A
utilizacdo de ciclos curtos em micro-ondas para polimerizacdo de uma resina convencional
que resulte em um material ndo citotoxico representa uma facilitacdo do processo e uma

relacdo custo-beneficio favoravel.
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Palavras-chave: polimetil metacrilato, microondas, técnicas de cultura de células,

espectrofotometria.

1. Introdugéo

A resina acrilica a base de polimetil metacrilato tem sido o material de escolha para a
confeccdo de bases de préteses removiveis e dentes artificiais desde o inicio do século XX.
Segundo Anusavice (2003) [1], a reacdo de polimerizacdo destes materiais deveria prosseguir
com o aumento do calor, até que todo mondmero tivesse se convertido em polimero [1].
Entretanto, a medida que ocorre a diminuigédo da temperatura de polimerizacéo, a formacéao de
polimeros também diminui e, consequentemente, certa quantidade de mondmero residual
permanece na resina polimerizada [2]. Devido a sua agdo plastificante [3], a presenca desse
mondmero no interior da massa polimérica, pode influenciar negativamente as propriedades
fisicas [4] e mecanicas [5] dos materialis.

Além disso, o mondmero residual, subprodutos da reacdo de polimerizacdo e
produtos de degradacéo liberados a partir das resinas acrilicas [6-11] tém sido apontados
como uma das possiveis causas de alteracbes na mucosa oral dos pacientes portadores de
proteses. ReacOes alérgicas e irritacdo quimica local tém sido relatadas [12-14] e a queixa
clinica mais frequente é a sensacdo de queimacédo [15], primariamente na mucosa palatal em
contato com as proteses [12], além da lingua, mucosa oral e orofaringe [12,14]. Um caso de
reacdo alérgica na forma de urticaria crénica foi reportado como o primeiro relato de
envolvimento sistémico isolado causado por materiais a base de resina acrilica [16], sendo,
dessa forma, imprescindivel dispensar maior aten¢do a individuos com historia prévia de
sensibilidade [17].

Alguns estudos tém demonstrado que a quantidade de monémero residual pode ser

influenciada por fatores como o tempo, a temperatura [17,18] e 0 método de polimerizagéo
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utilizados [8,19]. No caso da polimerizagdo em micro-ondas, tem sido relatada a importancia
da selecdo adequada do ciclo utilizado, visando impedir um superaquecimento do mondmero
que poderia acarretar degradacdo [20], porosidade no material e consequente prejuizo as
propriedades fisicas e mecanicas da prétese [21]. Além disso, a sele¢do adequada da energia e
do tempo de polimerizagdo em micro-ondas é importante para reduzir a quantidade de
mondmero residual e resultar em baixa citotoxicidade [3]. De acordo com Bafile et al. (1991)
[22], as resinas formuladas para serem utilizadas em forno de micro-ondas podem conter
trietileno ou tetraetilenoglicol dimetacrilato em sua composicdo. Esses dimetacrilatos
apresentam baixa pressdo de vapor, permitindo que a polimerizacdo seja realizada em
temperaturas elevadas (entre 100°C e 150°C) sem risco de porosidades, 0 que ndo ocorre com
o polimetil metacrilato que apresenta uma alta presséo de vapor.

Testes in vitro de citotoxicidade tém sido utilizados como parametros preliminares
para a avaliacdo da biocompatibilidade dos materiais [23]. Métodos de cultura de células séo
relativamente simples, reprodutiveis e apresentam boa relacdo custo-beneficio [24], entre os
quais pode-se destacar a andlise colorimétrica utilizando o 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H-tetrazolio brometo (MTT) [7,25-27] e a analise da viabilidade celular com auxilio
de corantes vitais, como o Vermelho Neutro (VN). Ndo foram encontrados na literatura
estudos de citotoxicidade avaliando resinas acrilicas convencionais para base de protese
polimerizadas em ciclos curtos de micro-ondas. Com base nessas informacdes, o objetivo
deste estudo foi avaliar quantitativamente a citotoxicidade por meio do método colorimétrico
MTT e pela incorporacdo do VN de resinas acrilicas para base de proteses (Vipi Cril e Vipi
Wave) apds terem sido submetidas a ciclos de polimerizacdo recomendados pelo fabricante e
experimentais em micro-ondas. A hipotese nula testada neste estudo foi que ndo haveria
diferenca de citotoxicidade entre os materiais, independentemente do ciclo de polimerizacédo

utilizado para seu processamento.
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2. Material e métodos

2.1 Material

As resinas acrilicas selecionadas para este estudo estdo descritas na Tabela 1.

2.2 Confeccgéo dos corpos de prova

Os corpos de prova (n=9) dos materiais foram confeccionados, de maneira asséptica, a partir
de moldes de matrizes metalicas na forma de discos com dimensdes de 10 mm de didmetro e
1 mm de espessura [28]. Os moldes foram obtidos utilizando silicone laboratorial (Zetalabor-
Zhermack, Labordental, Sdo Paulo, SP, Brasil) entre duas placas de vidro. O conjunto
molde/matriz foi incluido em muflas, metalicas (OGP, Braganca Paulista, SP, Brasil) ou
plésticas (Vipi Ltda., Pirassununga, SP, Brasil), utilizando gesso pedra tipo IlI.

Os materiais foram proporcionados e manipulados de acordo com as instrucdes do
fabricante. Um Unico operador atuou sobre um campo estéril e confeccionou os corpos de
prova utilizando instrumental esterilizado, roupas de protecdo, luvas, 6culos e maéscaras
descartaveis. Apos a manipulacdo, os materiais foram inseridos nos moldes em silicone; a
mufla foi fechada e mantida sob carga de 1,250 t em prensa hidraulica durante 30 min. Apos
esse periodo, os corpos de prova foram submetidos aos ciclos de polimerizacao, convencional
ou em micro-ondas, apresentados na Tabela 2 [29,30].

Em seguida, as muflas foram resfriadas em agua corrente por 30 min e em bancada
por 15 min [31]. Os corpos de prova foram, entdo, removidos dos moldes e submetidos a um
procedimento de acabamento, apenas para remover eventuais excessos, utilizando lixa esteéril.
Foram armazenados em frascos @mbar estéreis com 10 mL de agua destilada estéril em estufa
a 37°C por 48 h [28].

2.3 Validacao da etapa de esterilizacdo dos corpos de prova
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Para a determinacdo do processo de esterilizacdo que seria utilizado neste estudo, corpos de
prova adicionais (n=3) foram armazenados em uma placa de 20 orificios contendo 200 uL de
meio de cultura Eagle, suplementado com 1% de soro fetal bovino (SFB) e 80 pg/mL de
gentamicina, em estufa para cultura de células (Forma Scientific, Marietta, OH, EUA) com
5% de CO, e ambiente com umidade controlada a temperatura de 37°C durante 2 dias. Um
dos orificios continha apenas meio de cultura para servir como controle. Foram testadas
quatro possibilidades de esterilizagdo (Tabela 3).

Em nenhum dos processos foi observada turvagdo do meio de cultura, sendo
considerado que todos os processos de esterilizacdo, inclusive ndo submeter a nenhum
procedimento, resultavam em corpos de prova assépticos. Entretanto, para garantir a assepsia
e ndo causar a eluicdo do mondmero residual e outras substancias potencialmente toxicas dos
corpos de prova durante o processo de imersdao em banho de ultrassom, cada corpo de prova
foi exposto a luz ultravioleta em camara de fluxo laminar (Veco do Brasil, Inddstria e
Comércio de Equipamentos Ltda., Campinas, SP, Brasil) por 20 min para cada face visando a
eliminacdo de possiveis microrganismos remanescentes [32-34].

2.4 Taxa de proliferacdo celular

Anteriormente a realizacdo dos testes de citotoxicidade, foi determinada a concentracdo de
SFB que deveria ser adicionada ao meio de cultura Eagle através de uma curva de
proliferacdo celular de fibroblastos de hamster (3T3-Universidade Federal do Parand — UFPR,
Curitiba, PR, Brasil), pois possuem reprodutibilidade, genética e estabilidade metabdlica
[35,36]. Em uma placa de cultura de quarenta orificios, foram semeadas 0,25 x 10°
células/poco em meio de cultura Eagle, suplementado com 10% de SFB e 80 pg/mL de
gentamicina, e a placa foi incubada em estufa com 5% de CO, a 37°C. Apds
aproximadamente 16 h, o meio foi substituido por diferentes concentracdes de SFB (0%,

0,1%, 1%, 5% e 10%) e a placa foi novamente incubada. Apds 48 h, a viabilidade celular foi
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avaliada utilizando o método MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio
brometo) (Molecular probes, Eugene, Oregon, EUA).

Os resultados da taxa de proliferacdo das células 3T3, pelo método MTT, podem ser
observados na Figura 1. Estes resultados foram submetidos 8 ANOVA-1 fator (“concentragdo
de SFB”) e teste de Tukey HSD (a=0,05) utilizando o software IBM SPSS 19 (SPSS Inc.,
IBM Company, Armonk, NY, EUA). Foi notado um aumento estatisticamente significante
(P=0,000) da proliferacdo celular com o aumento da concentracdo de SFB até 1%. A
concentracdo de SFB de 5% resultou em uma reducdo da proliferagdo das células 3T3 em
relacdo a concentracdo de 1% (P=0,014). N&o houve diferenca estatisticamente significante
(P=0,998) na proliferacdo celular utilizando as concentracdes de SFB de 1 e 10%. Por isso,
optou-se pela utilizagdo da concentracdo de SFB a 1%.

2.5 Obtencéo dos extratos dos corpos de prova

Apos o procedimento de esterilizacdo com luz ultravioleta, trés corpos de prova de cada grupo
experimental foram colocados em tubos de ensaio com 9 mL de meio de cultura Eagle,
suplementado com 1% de SFB e 80 pg/mL de gentamicina e incubados em estufa a 37°C por
24 h para obtencdo do extrato das substancias hidrossolveis dessas amostras com o objetivo
de analisar o efeito citotdxico das substancias liberadas a partir dos corpos de prova [7,8,32].
Um tubo de ensaio contendo apenas 9 mL de meio de cultura foi armazenado sob as mesmas
condicdes, servindo, assim, como grupo controle [33,34]. A proporcdo de area de superficie
dos corpos de prova e volume do meio de cultura estava dentro da faixa de 0,5 a 6,0 cm*/mL
de acordo com o recomendado pela ISO 10993-5 [28]. Uma vez que foram confeccionados 3
corpos de prova para cada grupo experimental, em triplicata, o n amostral de cada grupo foi
composto por 9 corpos de prova (n=9).

2.6 Cultivo celular
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Células 3T3 foram propagadas em meio de cultura Eagle suplementado. O cultivo das células
foi realizado em frascos (Costar, Corning Incorporated, Corning, NY, EUA) com tampa
contendo um filtro que permitia a passagem de CO,. Esses frascos foram incubados em estufa
com 5% de CO, a 37°C [33,34]. Estas células foram repicadas para novos frascos ap0s
periodos de 3 dias de incubacdo, até 0 momento de realizacdo do teste de citotoxicidade.

Todos os procedimentos foram realizados em area asséptica dentro da camara de
fluxo laminar previamente desinfetada com &lcool 70°. Além disso, os materiais utilizados,
com excecdo das células, foram esterilizados previamente em luz ultravioleta durante 20 min
dentro da camara de fluxo laminar [33,34].

Para a realizago do teste de citotoxicidade, uma suspensdo de 3 x 10° células/mL de
meio de cultura foi preparada. Apds 5 min em estufa com 5% de CO,, 3 mL de meio de
cultura Eagle suplementado foram adicionados na garrafa com as células ja desprendidas.
Essa suspensdo foi transferida para um tubo de ensaio e colocada em centrifuga (Centribio,
Equipar, Curitiba, PR, Brasil) por 10 min a 1.200 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi
desprezado e 1 mL de meio de cultura Eagle suplementado foi adicionado e as células,
homogeneizadas. A partir dai, 10 uL de meio com as células foram retirados e adicionados 10
ML do corante azul de Tripan. Dessa solucdo, 10 pL foram removidos e introduzidos na
camara hemocitométrica tipo Neubauer (Boeco, Hamburg, Alemanha), onde, entdo, as células
viaveis foram contadas com a utilizacdo de um microscopio optico (modelo YS 100, Nikon,
Toquio, Japdo) com aumento de 25x. Em seguida, a suspensdo foi ajustada a uma
concentracdo de 3 x 10° células/mL de meio de cultura. Duzentos microlitros dessa suspenséo
foram colocados em cada compartimento de duas placas com 96 orificios (uma parao MTT e
uma para o VN), as quais foram incubadas em estufa com 5% de CO, a 37°C por 24 h.

Posteriormente, 0 meio de cultura foi desprezado e 200 pL dos extratos foram

acrescentados em cada orificio da placa. Na sequéncia, as placas foram incubadas em estufa
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com 5% de CO, a 37°C por mais 24 h. A citotoxicidade dos materiais foi, entdo, analisada
quantitativamente por meio da andlise colorimétrica MTT e incorporacdo de Vermelho
Neutro.

2.7 Teste de citotoxicidade pelo método MTT

Neste método, o sal metiltetrazdlio é incorporado a cultura de células. A enzima
desidrogenase succinica das células viaveis quebra a estrutura do sal tetrazélio, produzindo
cristais de formazan cor azul. Quanto maior a atividade mitocondrial, maior seré a intensidade
da luz azul e, assim, maior o nimero de células viaveis [33,34].

Para o teste MTT, os extratos foram removidos e 200 puL de uma solucdo de meio de
cultura e sal metiltetrazolio foram adicionados em cada orificio da placa de cultura, a qual foi
incubada em estufa com 5% de CO, a 37°C por 3 a 4 h para a formacdo dos cristais de
formazan. Para cada grupo experimental, foram destinados quatro compartimentos da placa
(quadruplicata). Quatro orificios receberam apenas 200 pL de meio de cultura novo
(controle). Em seguida, a solugdo de MTT foi retirada e 200 pL de solucéo solubilizadora de
MTT (propanol) foram adicionados a cada orificio da placa, a qual foi agitada levemente por
5 min, para solubilizar o sal. Logo ap6s, cada solucéo foi transferida para novos orificios para
evitar interferéncias das células aderidas ao fundo dos pocgos na leitura pelo equipamento.
Posteriormente, a analise da atividade mitocondrial foi feita em espectrofotometro (Biotek EL
800, Biotek, Winooski, VT, EUA) com comprimento de onda de 570 nm. Todos o0s
procedimentos foram repetidos trés vezes.

2.8 Teste de citotoxicidade pelo método Vermelho Neutro

A viabilidade celular também pode ser evidenciada com auxilio de corantes vitais, como o
Vermelho Neutro (Sigma, St. Louis, MO, EUA). Este reagente é solivel em agua e consegue
atravessar a membrana celular, concentrando-se nos lisossomos e fixando-se por meio de

ligagbes eletrostaticas hidrofébicas em sitios anibnicos na matriz lisossomal. Muitas
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substancias, dentre elas o monomomero residual, danificam as membranas, resultando no
decréscimo de captura e ligacdo do Vermelho Neutro (VN). Portanto, € possivel distinguir
entre células vivas e danificadas ou mortas pela medida de intensidade de cor da cultura
celular [37].

Para a incorporagdo do VN, os extratos foram removidos e 0s pogos, lavados com
PBS. A solucéo de VN (40 pg/mL) foi previamente centrifugada a 3.200 rpm por 10 min. Em
seguida, duzentos microlitros desta solugdo foram adicionados em cada poco (Figura 18). As
placas foram incubadas por 3 h para permitir a incorporacdo do corante nas células vivas. O
meio foi removido e as placas, lavadas com uma mistura de CaCl, 1% e formaldeido 0,5%
(eficiente em remover o0 corante externo). Duzentos microlitros de solucdo de é&cido
acetico/etanol (1%/50%) foram adicionados. Apdés 10 min a temperatura ambiente e agitacdo
durante poucos segundos no agitador de placas, a analise da atividade lisossomal foi feita em
espectrofotémetro a 540 nm. Todos os procedimentos foram repetidos trés vezes.
2.9 Analise dos dados
A citotoxicidade foi determinada de acordo com a inibicdo encontrada em relagdo ao grupo
controle e os grupos foram classificados em: ndo citotdxico (inibicdo do crescimento celular
menor que 25%); discretamente citotoxico (inibicdo entre 25% e 50%); moderadamente
citotoxico (inibicdo entre 50% e 75%) e intensamente citotoxico (inibicdo maior que 75%)
[28].

Os resultados de viabilidade celular (%) foram submetidos a ANOVA-2 fatores
(0=0,05; “material” e “ciclo de polimerizagdo™) para cada teste, MTT ou VN, utilizando o

software SAS 8.0 for Windows (SAS Institute Inc., Cary, EUA).

3. Resultados
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Os valores (%) de viabilidade celular em relacdo ao controle (respiracdo ou permeabilidade)
pelo método MTT e pelo método do VN podem ser visualizados nas Figuras 2 e 3,
respectivamente.

N&o houve diferenca estatisticamente significante (P>0,05) entre os materiais e 0s
ciclos de polimerizacdo avaliados para ambos os métodos testados, MTT e VN. Todos 0s
grupos experimentais foram classificados como ndo citotoxicos, com viabilidade celular

superior a 75%.

4. Discusséo

Existem relatos na literatura de que as resinas acrilicas apresentam variados graus de
citotoxicidade in vitro e respostas alérgicas in vivo, provavelmente causados pelo mondmero
residual e subprodutos da reacdo de polimerizacdo [27]. Os efeitos das substancias toxicas
lixiviadas a partir das resinas acrilicas tém sido relatados em observacdes clinicas [12,38],
modelos animais [39] e em cultura de células in vitro [35,40-45].

Os testes de citotoxicidade in vitro com cultura de células sdo amplamente utilizados,
porque sdo rapidos, econdmicos e ndo requerem a utilizacdo de animais. Estes testes podem
ser feitos utilizando métodos diretos ou indiretos. No método indireto, é possivel utilizar os
mesmos corpos de prova em variados intervalos de tempo, uma vez que os extratos (eluatos)
podem ser retirados do meio repetidamente. Ao passo que no método direto, 0s espécimes sdo
estatisticamente independentes [27]. A metodologia mais frequentemente utilizada para
avaliar a citotoxicidade em culturas de células € a exposicdo dos eluatos durante periodos pré-
estabelecidos e comparar seus efeitos citotoxicos em relagdo ao grupo controle (meio de
cultura contendo apenas as células) [7,23,25,26,33-35]. Essa metodologia proporciona
resultados importantes de toxicidade para diferentes composicbes de resinas acrilicas para

base de protese, apesar de ndo identificar a importancia de cada substancia liberada [36].
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Neste estudo, o teste de citotoxicidade foi realizado por meio da obtencdo de eluatos dos
corpos de prova ap6s 24 h de incubagdo no meio de cultura, e, portanto, realizado pelo
método indireto.

O MTT e o Vermelho Neutro sdo conhecidos corantes utilizados em ensaios que
quantificam a cor em resposta a viabilidade das células. Enquanto o ensaio MTT baseia-se na
mensuracdo da atividade da desidrogenase mitocondrial das células, o VN ¢é incorporado
principalmente pelos lisossomas de células viaveis. Uma vez que estes corantes quantificam a
viabilidade celular por diferentes mecanismos, é recomendado combinar ensaios para melhor
compreender a interacdo entre células e substancias toxicas [46]. O teste MTT tem sido um
dos mais comumente empregados para avaliar a citotoxicidade dos materiais [7,25-27,33,47],
sendo que nenhum estudo de citotoxicidade de resinas acrilicas utilizando o VN em
complementacéo ao MTT foi encontrado.

De acordo com Huang et al. (2001) [25], a sensibilidade do teste de citotoxicidade
depende dos materiais avaliados e da cultura de células utilizada. Diferentes linhagens de
células tém sido utilizadas nos estudos in vitro. Apesar das células priméarias simularem
melhor a situacdo clinica, sua utilizacdo acarreta algumas desvantagens de razfes praticas:
tempo maior para isolar clinicamente, disponibilidade de infraestrutura laboratorial
imediatamente apds a coleta, numero menor de células, as quais ainda apresentam uma vida
atil limitada [25].

A hipotese nula de “que nao haveria diferenga de citotoxicidade entre os materiais,
independentemente do ciclo de polimeriza¢ao utilizado para seu processamento” foi aceita
uma vez que todos 0s grupos experimentais foram ndo citotoxicos. Efeitos semelhantes de
viabilidade e proliferacdo celular foram observados para eluatos (formaldeido, metil

metacrilato, &cido metacrilico, &cido benzoico, dentre outros) de materiais apos 24 h de
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incubacgdo. Nestes estudos, as resinas acrilicas foram classificadas como discretamente ou ndo
citotdoxicas [26,48] e os valores de viabilidade celular foram superiores a 80% [27].

No presente estudo, tanto a resina formulada para polimerizacdo em banho de 4gua
como a indicada para processamento utilizando energia de micro-ondas, processadas
convencionalmente ou em micro-ondas, apresentaram efeito ndo citotoxico as células 3T3.
Outros estudos compararam resinas termopolimerizaveis convencionais com resinas para
micro-ondas e também ndo observaram diferencas significantes entre os materiais apds 24 h e,
neste periodo, todos os materiais foram classificados como ndo-citotoxicos [26,44,48].
Chaves et al. (2012) [36], em uma revisdo sistematica da literatura, concluiram que as resinas
acrilicas termopolimerizaveis para base de protese causam baixa morte celular [35] e,
geralmente, ndo sdo encontradas diferencas significantes de citotoxicidade entre marcas
comerciais [26,34,35,48]. Bural et al. (2010) [49] encontraram uma correlacdo negativa entre
liberacdo de mondmero residual e valores de proliferacdo celular, indicando que o contetdo
de monbémero das resinas termopolimerizaveis acarreta em citotoxicidade in vitro. Existe uma
relacdo inversa entre o contetdo de monémero residual e o grau de conversdo dos materiais;
guanto maior a conversdo, menor o contetdo de mondémero residual [17,19]. Jorge et al.
(2004) [26] associaram seus resultados de citotoxicidade sem diferenca entre resinas
termopolimerizaveis convencionais e para micro-ondas a possibilidade de ambas terem
atingido graus de conversdo adequados, assim como o estudo de Bartoloni et al. (2000) [5].

A utilizacdo de ciclos de polimerizacdo em banho de agua que incluem uma
temperatura final de 100°C durante 30 min resulta em reduzido conteido de monémero
residual [2,19,50,51]. Neste estudo, foi avaliado o ciclo em banho de dgua recomendado pelo
fabricante que incluia ao final um periodo de 1 h em ebulicdo e, quando utilizado para
processar ambas as resinas Vipi Cril e Vipi Wave, ndo resultou em efeitos citotoxicos. 1sso foi

devido ao aumento da temperatura de polimerizagdo que resultou em uma maior mobilidade
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das cadeias moleculares, facilitando a conversdo de mondmero em polimero [52]. Com
relagéo aos ciclos de polimerizagdo em micro-ondas, menor tempo de polimerizagcdo e menor
contetdo de mondmero residual [53] sdo consideradas vantagens para esse processamento
alternativo. Uma possivel explicacdo estd relacionada a alta frequéncia de mobilidade das
moléculas de monémero no interior da massa polimérica durante a polimerizacdo, causando
um rapido aquecimento interno e, consequentemente, resultando em uma maior converséo do
mondmero em polimero [21]. Ainda, a imersdo dos corpos de prova em &gua a 37°C durante
48 h [31] anteriormente a preparacdo dos extratos também pode ter resultado nos efeitos
citotoxicos similares observados para ambos os materiais [26].

Apesar de ndo ter sido avaliado neste estudo, é possivel supor que as resinas Vipi
Cril e Vipi Wave nas condi¢des de polimerizacdo testadas ndo causem efeitos citotoxicos em
periodos maiores de observacdo. Sheridan et al. (1997) [44] relataram que quanto maior o0
tempo de obtencdo dos extratos das resinas, menor o efeito citotoxico exercido sobre as
células. Além disso, um estudo prévio mostrou que a maior parte das substancias que néo
reagiram apos a polimerizacdo foi liberada nas primeiras 24 horas [54] e Lefebvre et al.
(1994) [7] observaram efeitos tdxicos a células epiteliais orais em maior grau de inibicédo
celular dentro das primeiras 24 horas. De acordo com o padrdo de eluicdo dos componentes
potencialmente toxicos, a alteracdo tecidual que ocorre logo apos a instalacdo de proteses
novas poderia ser relacionada aos materiais e, dessa forma, a imersdo das proteses por 48 h
deveria ser recomendada [25].

Entretanto, visando explicar melhor os achados encontrados no presente estudo, seria
interessante identificar e quantificar os componentes que eluem a partir das resinas. Além
disso, deve ser considerada a avaliagdo dos mecanismos envolvidos na morte celular
(apoptose ou necrose) induzida por estes materiais, pois possibilitaria o desenvolvimento de

materiais e ciclos de polimerizacdo mais adequados [35]. Testes in vitro proporcionam
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informagdo importante sobre o comportamento biolégico dos materiais dentarios, num
ambiente laboratorial controlado. Apesar disso, as proteses estdo sujeitas a varios outros

fatores no meio oral [55], sendo, portanto, necessaria a realizagdo de estudos clinicos.
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Legendas das Tabelas e Figuras

Tabela 1 — Resinas acrilicas termopolimerizaveis para base de prétese avaliadas
Tabela 2 — Ciclos de polimerizacao avaliados neste estudo
Tabela 3 — Procedimentos de esteriliza¢ao testados neste estudo
Fig. 1 — Taxa de proliferacdo celular (3T3) pelo método MTT.
Simbolos iguais denotam valores sem diferenca estatisticamente significante (P>0,05)
Fig. 2 — Viabilidade celular (% em relacdo ao controle) pelo método MTT (P>0,05)
Fig. 3 — Integridade de membrana celular (% em relacéo ao controle) pelo método VN

(P>0,05)
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Tabela 1 - Resinas acrilicas termopolimerizaveis para base de prétese avaliadas

L e Composicdot (lote) Proporcéo .
- e Fabricante
Material (sigla) Classificacdo 55 fienio SalTenide abrica
eprz\’)ili\g':,de MMA, Vipi Ltda
Vipi Cril® . peroxic EGDMA, Vvipiitda,
Convencional benzoila, . 2,15 g/mL Pirassununga,
(VC) . inibidor .
pigmentos (32144) SP, Brasil
(00773)
. PMMA’ MMA, Vipi Ltda.,
Vipi Wave® Formulada para peréxido de .
. . EGDMA, 2,15 g/mL Pirassununga,
(VW) micro-ondas benzoila, . -
. inibidor SP, Brasil
pigmentos

Fonte: tFicha de seguranca. PMMA: polimetil metacrilato; MMA: metil metacrilato; EGDMA: etilenoglicol
dimetacrilato.
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Grupo Ciclo de polimerizacédo Referéncia
* colocar a mufla em agua fria;
* aquecer a agua até 65°C durante 30
BA (banho de agua — min e manter por 1 h; Ciclo recomendado pelo fabricante para

polimerizagdo convencional)

* aquecer a agua até a ebuli¢do
durante 30 min e manter por 1 h;
* desligar e deixar esfriar

a polimerizacgao da resina VC

2row 10 m_in Ciclo recomendado pelo fabricante para
MB30/25 ow > min a polimerizacéo da resina VW

360 W 10 min
M550/3 550 W 3 min llbay et al. [29]
M650/5 650 W 5 min Patil et al. [30]
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Tabela 3. Procedimentos de esterilizac8o testados neste estudo

Grupos Processo de esterilizagao
e Nenhum
, e Banho de ultrassom por 20 min
Banho de agua (BA) e  Exposicdo a luz ultravioleta (UV) por 20 min para cada face do espécime
e Banho de ultrassom + luz UV
e Nenhum
Micro-ondas (M) e Banho de ultrassom por 20 min

e Exposicdo a luz ultravioleta (UV) por 20 min para cada face do espécime
e Banho de ultrassom + luz UV
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Abstract

Purpose: The aim of this study was to evaluate the porosity, water sorption and solubility of
acrylic resins (Vipi Cril-vVC and Vipi Wave—VW) after conventional or microwave
polymerization cycles.

Materials and Methods: Specimens (n = 10) were made and cured: 1-WB = 65°C during 90
min + boiling during 90 min (VC cycle — control group); 2-M630/25 = 10 min at 270 W + 5
min at 0 W + 10 min at 360 W (VW cycle); 3-M550/3 = 3 min at 550 W; and 4-M650/5 =5
min at 650 W. Afterward, they were polished and dried in a dessicator until a constant mass
was reached. Specimens were then immersed in distilled water at 37°C and weighed regularly
until a constant mass was achieved. For porosity, an additional weight was made with the
specimen immediately immersed in distilled water. For water sorption and solubility, the
specimens were dried again until equilibrium was reached. Data were submitted to 2 way-
ANOVA and Tukey HSD (a = 0.05).

Results: Porosity mean values below 1.52% with no significant difference among groups for
both materials were observed. Resins showed water sorption and solubility values without a
significant difference. However, there was a significant difference among groups for these
both properties (P < 0.013). The highest sorption (2.43%) and solubility (0.13%) values were
obtained for WB and M550/3, respectively.

Conclusions: The conventional acrylic resin could be polymerized in a microwave since both
the materials showed similar performance in the evaluated properties. Shorter microwave
cycles could be used for both the materials without any detectable increase in volume
porosity.

Keywords: Polymethyl methacrylate; polymerization; physical properties.
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Polymethyl methacrylate acrylic resin has been the material of choice for making denture
bases since the beginning of the twentieth century. This material has been modified in order to
improve physical and mechanical properties and facilitate the laboratory procedure using
microwave polymerization, visible light curing, and vacuum pressure at low temperature
curing systems.*

During the microwave polymerization, there is a rapid and homogeneous internal
heating.? This alternative polymerization method has advantages such as ease and cleanliness
during acrylic resin processing,® rapid temperature increase* and, thus, a reduction in
execution time,?> minimum color change in the denture base acrylic resin and less risk of
artificial teeth fracture during deflasking.”

The importance of the proper selection of the microwave curing cycle has been
reported in order to prevent overheating of the monomer that could cause degradation,®
porosity and consequent injury to the properties of the prosthesis.? According to Bafile et al,’
resins designed for microwave polymerization could contain triethylene or tetraethylene
glycol dimethacrylate in their composition. These dimethacrylates have low vapor pressure,
allowing the polymerization to be carried out at elevated temperatures (between 100°C and
150°C) without risk of porosity, which would not occur with methyl methacrylate since it has
a high vapor pressure.

The porosity is a non-desirable characteristic to the acrylic resin denture base.* Severe
porosity can weaken the dentures® and result in high internal stress, leading to greater
vulnerability to distortion and warpage.® A porous surface promotes colonization of the
material by oral microorganisms such as Candida albicans'® and facilitates the retention of
substances and deposition of calculus, resulting in staining and impaired aesthetic.>*! Water
absorbed by acrylic resins during the use of prosthesis acts as a plasticizer and can result in

volume changes, so the water sorption evaluation also has clinical relevance. Furthermore,
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residual monomer and other water soluble byproducts are released into the oral cavity and
may cause tissue irritation; therefore, it is desired that these materials have low solubility. "
Despite the advantages of microwave polymerization, this method has gained only
limited clinical acceptance, and materials specifically formulated for use in a microwave have
a higher cost compared to those for conventional polymerization. Thus, aiming to overcome
these disadvantages, the polymerization of a conventional resin was tested in a microwave
oven, and this study evaluated the porosity and water sorption and solubility properties of the
acrylic resins Vipi Cril (VC) and Vipi Wave (VW) after polymerization using experimental
microwave cycles and the cycles recommended by the manufacturer. The hypotheses
evaluated in this study were: 1) there would be differences regarding the porosity results
between the materials in the evaluated polymerization cycles; and 2) the water sorption and
solubility results would be different between the materials conventionally polymerized or

cured by microwave.

MATERIALS AND METHODS
Materials

The acrylic resins selected for this study are shown in Table 1.

Specimen preparation
For the analysis of porosity, specimens (n = 10) were made in the dimensions of 50 x 4 x 2 £

3 Metal matrixes in such dimensions were molded using laboratory silicone

0.1 mm.
(Zetalabor-Zhermack; Labordental, Sdo Paulo, SP, Brazil) between two glass plates. For the
analysis of water sorption and solubility, specimens (n = 10) were made in the dimensions of

50 mm in a diameter x 0.5 mm thickness™* using metal matrixes.
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The mold/matrix set or just the metal matrix was included in metallic (OGP, Braganca
Paulista, SP, Brazil) or plastic (Vipi Ltda., Pirassununga, SP, Brazil) flasks using type 11l
stone (Herodent; Vigodent Coltene SA Ind. e Com., Rio de Janeiro, RJ, Brazil). The flask was
closed and remained under a load of 0.5 t in a hydraulic press (VH, Araraquara, SP, Brazil)
during the setting time of the stone. After this period, the materials were handled according to
the manufacturer's instructions (Table 1) and inserted into the mold inside the flask, which
was kept under a load of 1.25 t during 30 min. The specimens were then submitted to
conventional (SL-155/22; Solab, Piracicaba, SP, Brazil) or microwave (MEF 41; Electrolux,
Manaus, AM, Brazil) polymerization cycles as shown in Table 2.

Then the flasks were bench cooled for 30 min and subsequently cooled in running
water for 15 min before the removal of the specimens.*® For the porosity analysis, the
specimens were polished (Aropol E; Arotec, Cotia, SP, Brazil) using silicon carbide
sandpapers (#100, #240, and #600; 3M, Campinas, SP, Brazil) under constant water
irrigation. For the water sorption and solubility specimens, a minicutt carbide bur (Edenta;
Hauptstrasse, Switzerland) was used to remove irregularities of their edges. The specimens

were then visually examined, and only those with minimal porosity were used.**

Porosity

Porosity was related to the amount of absorbed water by each specimen after storing in
distilled water at 37°C. The samples were weighed on a digital analytical balance (four
decimal places AW220; Shimadzu do Brazil, Sdo Paulo, SP, Brazil) in two stages. In the first
one, the specimen was daily weighed after a storing period in a desiccator (Vidrolabor, Séo
Paulo, SP, Brazil). In the second one, the specimen was also daily weighed after a storing

period in distilled water in an oven (New Instruments, Piracicaba, SP, Brazil) at 37°C. The
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final record of weighing for dry and wet specimens was carried out at the time that they
reached a stable mass, evidenced after stabilization in a milligram scale.

The porosity was analyzed using the gravimetric method based on Archimedes’

7,13,15

principle and, therefore, an additional weighing was performed after each stage with the

specimen immersed in distilled water.**

Thereafter, the porosity was calculated according to the following equations:

Vs wet = (My — My’)/Pwater [2]
Porosity % = 100 x (Vs dry - Vs wet)/Vs dry [3]

where: Vs dry (mL) is the volume of the dry specimen; mq (g) is the mass of
the dry specimen recorded in air; my’ (g) is the mass of the dry specimen
recorded with the specimen immediately immersed in water; pwaer (9/mL) is
the density of water; Vs wet (mL) is the volume of the wet specimen; my, (g)
is the mass of the wet specimen recorded in air; and my,” (g) is the mass of the

wet specimen recorded with the specimen immediately immersed in water.

Water sorption and solubility

Specimens were subjected to a drying process in order to achieve a constant weight. So, they
were kept in a vacuum desiccator and daily weighed on a digital analytical balance until the
difference between sequential weight measurements was less than 0.5 mg. After obtaining the
constant mass, specimens were stored in distilled water at 37°C and were also daily weighed

until stabilization, but always after careful drying with absorbent paper.
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To calculate the water sorption and solubility, specimens passed again by the above
drying process. The water sorption and solubility percentages were calculated using the

following equations:*®

% Sorption = 100 x (M, — m3)/m; [4]
% Solubility = 100 x (m; — m3)/m; [5]
where: m; is the mass (mg) of the specimen after immersion in water; ms is the mass
(mg) of the specimen after the second drying; and m; is the mass (mg) of the specimen

after the first drying.

Statistical analysis

The results of porosity, water sorption and solubility (%) were analyzed using two-way
ANOVA (“material” and “polymerization cycle” factors) and followed by Tukey HSD test (a
= 0.05) using a personal software (IBM SPSS 19, SPSS Inc., IBM Company, Armonk, NY,
USA). Post-hoc Power analysis was performed for statistical analyses of all data using the

personal statistical software (IBM SPSS 19).

RESULTS
For the number of specimens used to evaluate the porosity, water sorption and solubility
properties (n = 10) of denture base acrylic resins, this study showed adequate power for both
factors “material” and “polymerization cycle” for the three properties (100%, 85.2%, and
80.4%, respectively; a. = 0.05).

The porosity results are shown in Figure 1. There were no significant differences (P >
0.05) between the materials and among the evaluated polymerization cycles, and the observed

mean values were less than 1.52%.
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For the water sorption and solubility analyses, there was no significant difference
between the acrylic resins (P > 0.05). However, significant differences were noted (P < 0.013)
among the experimental cycles for both the properties (Figures 2 and 3). According to Figure
2, the highest water sorption mean values were obtained in the WB cycle (2.43%);
intermediate values in the M630/25 cycle (2.25%); and the lowest values in the experimental
microwave cycles M550/3 (2.20%) and M650/5 (2.17%). Figure 3 shows that the M550/3
cycle resulted in the highest mean solubility values (0.13%); intermediate values were
observed in the M650/5 and WB cycles (0.05%); and the lowest values in the M630/25 cycle

(0.03%).

DISCUSSION

The first hypothesis evaluated in this study, in which “there would be differences regarding
the porosity results between the materials in the evaluated polymerization cycles,” was not
accepted, since no significant differences were observed between the acrylic resins
conventionally polymerized in the water-bath or processed in a microwave.

A variety of methods have been used to measure the porosity of acrylic resins using
microscopy, mercury porosimetry and the classic method by measuring the weight of the
specimen before and after immersion in water, the volume of the specimen and density of
acrylic resin and the water and air confined in the pores.”**>!" According to Yannikakis et
al,*! the classic method is more objective but does not provide detailed information on the size
and location of the pores. However, this study aimed not to describe the pores but objectively
compare the polymerized groups according to the manufacturer's instructions or
experimentally.

The porosity is a complex phenomenon attributed to a variety of factors depending on

the laboratory technique and partially on the conjunction of the polymerization method and
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material.***® All factors related to the laboratory technique that would influence the porosity
results; the proportioning and incorporation of the powder to the liquid; and the pressing,
cooling of the flask and polishing time were controlled.*® The results of other studies’9!
also found no significant differences in porosity values when the thicknesses of the specimens

polymerized in several cycles were around 3 mm. Also, Yannikakis et al'!

reported that it is
possible to polymerize a conventional resin in a microwave when its thickness is equal or less
than 3 mm, since this thickness is representative of dimensions commonly used for making
denture bases.™* With regard to materials, a similarity in their composition could be noted in
Table 1 that shows the information provided by the manufacturer. Thus, it is possible to
suppose that there was no difference between the results of porosity due to standardization in
the laboratory technique, the thickness of the specimens and the similar composition of the
materials.

According to the American Dental Association specifications,®” there should be no
bubbles or voids in the denture base polymer when viewed without magnification.
Furthermore, porosity values above 11% have been associated with reduced mechanical

3 and levels

properties, impaired appearance and retention of fluids and microorganisms,?
lower than this one may be considered clinically acceptable.’ In this study, visible pores and
bubbles were not observed and all porosity values were less than 1.52%. Since handling errors
were eliminated, the evaporation of the monomer due to the high temperature (external heat +
exothermic reaction) is then the most likely cause of the detected internal porosity.**

The hypothesis that “the water sorption and solubility results would be different
between the materials conventionally polymerized or cured in microwave” was partially

proven as there was no difference between the tested materials, but the polymerization cycles

resulted in different values for water sorption and solubility.
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There are two techniques to quantify the water sorption. The technique recommended
by ADA N° 1221 takes into consideration the specimen weight after saturation (m;) minus the
initial dry weight (m;). This technique assesses the relative sorption of specimens. The
technique described by Kazanji and Watkinson (1988)*° measures the weight after saturation
(m2) minus the final dry weight (m3) and not the initial dry weight. This technique is
considered the sorption of the polymer network as it takes into account the absorbed liquid
minus the liquid released by the material. In the evaluation of water sorption and solubility,
the Kazanji and Watkinson technique® is more representative (data in percent) and has less
variable (surface area, results in mg/cm?) in the calculations.* In this study, the technique
recommended by Kazanji and Watkinson*® was used.

The fact that there was no difference between the materials for water sorption and
solubility, as well as for porosity, is due to their similar composition as mentioned earlier. The
water sorption mean values were between 2.17% and 2.43%. These values have been
considered appropriate since the acrylic resin initially desiccated becomes saturated after
sorption of approximately 2% of water.?® The solubility values found in this study (between
0.0065% and 0.4715%) were within the range of values observed in another study (between -
0.417% and 0.815%) that evaluated the effect of chemical or mechanical polishing on the
solubility of Vipi Cril resin. This large variation, mainly observed in the solubility data, can
be attributed to small measured variations in weight.** Lower values of solubility than water
sorption are due to slow elution of the residual monomer in comparison to water diffusion.
This is because the dissolution of the monomer is 0.5 to 1.7 x 107 times smaller than the
water sorption of the resin based on polymethyl methacrylate.?’

The acrylic resins contain polar carbonyl groups that therefore attract water
molecules.”® Water molecules, in turn, diffuse between the polymer intermolecular gaps

separating them slightly?® and gradually infiltrate deeper into the resin.?® The most important
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consequence of water sorption is the dimensional change,?® resulting in change in the vertical
dimension of occlusion previously determined. In contrast, it has been reported that the water
sorption partially compensates the polymerization shrinkage of heat-polymerized acrylic
resin, and after reaching the saturation, the prosthesis should fit better than immediately after
processing since there has been no change in paraprosthetic tissues.?®

The highest water sorption values observed in the water-bath conventional

polymerization group may be related to a low residual monomer content'?%

and a higher
degree of conversion. The use of a final temperature for at least 30 min in the water-bath
polymerization cycles has led to reduced residual monomer content.** This study evaluated
the water-bath polymerization recommended by the manufacturer that was included at the end
of the cycle a period of 1 h in boiling for both resins. The reduction of the residual monomer
is related to the temperature increase at the end of the polymerization cycle, which results in
increased mobility of the molecular chains, thus facilitating the conversion of monomer to
polymer.® Similarly, the lowest water sorption results observed in M550/3 and M650/5
groups can be associated with a low degree of conversion values. Moreover, the highest
solubility values found in the M550/3 group can be due to a higher residual monomer content
because it has been related to higher levels of solubility of acrylic resins.***®

This study evaluated only two brands of heat-polymerized denture base acrylic resins.
Additional studies evaluating physical, mechanical and biological properties and the material

behavior after aging conditions are needed to decide if faster microwave polymerization

cycles can be used to cure conventional acrylic resins.

CONCLUSION
Within the limitations of this in vitro study, it can be concluded that the conventional acrylic

resin Vipi Cril could be polymerized in a microwave, since both the materials behaved
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similarly in the evaluated properties. Shorter microwave polymerization cycles could be used
for both the materials without any detectable increase in volume porosity. The lowest water
sorption and the highest solubility values were detected by using the microwave

polymerization at 550 W for 3 min.
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Table 1. Denture base acrylic resins used in this study
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Material Type Compositiont (batch) Powder/liquid Manufacturer
(acronym) Powder Liquid ratio
Vipi Cril® Conventional PMMA, benzoyl MMA, 2.15g/1 mL Vipi Ltda.,
(VC) peroxide, EGDMA, Pirassununga,
pigments inhibitor SP, Brazil
(0083) (12087)

Vipi Microwaved- PMMA, benzoyl MMA, 2.15g/1 mL Vipi Ltda.,
Wave® processed peroxide, EGDMA, Pirassununga,
(VW) pigments (12041) inhibitor SP, Brazil

(12049)

PMMA: polymethyl methacrylate; MMA: methyl methacrylate; EGDMA: ethylene glycol

dimethacrylate.
+ According to the MSDS provided by the manufacturer.



Table 2. Polymerization cycles evaluated in this study
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Group

Polymerization cycle

Reference

WB
(water-bath — conventional

polymerization)

 immerse the flask in cold
water;
* heat water up to 65°C during
30 min and maintain for 1 h
* heat water until boiling point
during 30 min and maintain for
1h;
« turn off the water-bath and let

Manufacturer’s recommended

cycle to cure VC resin

cool down
270 W for 10 min
] Manufacturer’s recommended
M630/25 0 W for 5 min ]
) cycle to cure VW resin
360 W for 10 min
M550/3 550 W for 3 min libay et al**
Patil et al*’

M650/5

650 W for 5 min
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Figure legends

Figure 1 - Mean and standard deviation porosity values (%) for VC and VW resins
polymerized in water-bath and microwave cycles (P > 0.05)

Figure 2 - Mean and standard deviation water sorption values (%) obtained polymerizing in
water-bath and microwave cycles regardless of the material. Identical capital letters indicate
values with no statistically significant difference (P > 0.05)

Figure 3 - Mean and standard deviation solubility values (%) obtained polymerizing in water-
bath and microwave cycles regardless of the material. Identical capital letters indicate values

with no statistically significant difference (P > 0.05)
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Effect of immersion in potentially staining drinks associated with simulated brushing on

roughness and color stability of denture base acrylic resins polymerized with different cycles

ABSTRACT

Purpose. To evaluate the effect of potentially staining drinks associated with simulated
brushing on the roughness and color stability of acrylic resins (Vipi Cril [VC] and Vipi Wave
[VW]) polymerized with different cycles.

Material and methods. Specimens (n=5;20x3mm) were made: 1-WB (water bath)=65°C
during 90min + boiling during 90min (VC cycle); 2-M630/25=10min at 270W + 5min at OW
+ 10min at 360W (VW cycle); and 3-M550/3=3min at 550W; 4-M650/5=5min at 650W and
stored in distilled water at 37°C for 48h (T,) and in distilled water, coffee or red wine at 37°C
during 36 days (T1). Specimens were brushed after 6, 12, 24, and 36 days (54,000 cycles).
Roughness measurements and color evaluation by reflectance spectroscopy were performed at
To and T; periods. Data were submitted to ANOV A/Bonferroni (a=.05).

Results. After immersion in coffee, the M550/3 and WB groups of VC showed the highest
and the lowest roughness, respectively (P=.008). An increase in roughness was also found in
the M550/3 group after immersion in wine (P=.02). For VW, the M650/5 group presented a
rougher surface after immersion in coffee (P=.02). No difference in color was found among
the cycles for VW, and VC showed some changes (P=.00). All average values were classified
as acceptable, with the exception of VW (M630/25 group), which presented NBS=4.49 after
immersion in wine (P=.02).

Conclusions. The beverages and brushing slightly changed the roughness of the materials
cured using the evaluated cycles. With the exception of VW resin cured using the
manufacturer’s recommended microwave cycle, potentially staining beverages did not result

in clinically relevant color changes after simulated brushing.
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toothbrushing.

INTRODUCTION

Polymethyl methacrylate has been used for making removable denture bases since
1937. These materials are routinely processed in a temperature-controlled water bath during
specific periods of immersion. As there is a decrease in the polymerization temperature, the
formation of polymer also decreases, and hence, a certain amount of residual monomer
remains in the polymerized resin.' Due to its plasticizing action, the residual monomer can
negatively influence the physical and mechanical? properties of the materials. Its
concentration may be influenced by factors such as time, temperature, and polymerization
method.>®

In the conventional water bath method, the heating of resin is slow because the
monomer molecules are passively moved due to the thermal shock of other molecules.? In
microwave polymerization, the monomer molecules move due to the internal heat produced
by a high-frequency electromagnetic field,® eliminating the time required to transfer the heat
from the water bath to the resin inside the flask. Thus, this alternative method has advantages,
such as time reduction,® ease and cleaning during acrylic resin processing,” minimal color
change in the denture base resin, and low risk of fracture of the artificial teeth during
deflasking.?

It has been reported that the proper selection of the microwave curing cycle is
important in order to prevent overheating of the monomer, which could cause degradation,’
porosity, and consequent injury to the physical and mechanical properties of the prosthesis.®
In addition, according to Bafile et al. (1991), the resins formulated for use in a microwave

oven could contain triethylene or tetraethylene glycol dimethacrylate in their compositions.
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These dimethacrylates have low vapor pressure, thus allowing the polymerization to be
carried out at elevated temperatures (between 100°C and 150°C) without the risk of
porosities. This does not occur with the polymethyl methacrylate, which has a high vapor
pressure. However, according to the manufacturer, Vipi Cril (conventional) and Vipi Wave
(formulated for microwave) heat-polymerized denture base acrylic resins presented similar
compositions based on polymethyl methacrylate.

During use, the dentures are subject to the deposition or surface adsorption of fluids**
depending on their characteristics and the environmental conditions.*? Extrinsic pigments
associated with the staining of denture base polymers such as coffee, tea, nicotine, and red
wine can cause aesthetic problems.™*** While brushing is one of the methods patients use to

clean their dentures,*>*®

the possibility of increased surface roughness of the material exists
due to the abrasive effect of the mechanical action of the brush bristles and toothpaste
particles.® Thus, irregularities could favor the penetration of microorganisms,*®?° biofilm
retention,?! and greater color change.? The aim of this study was to evaluate the effect of
immersion in potentially staining drinks (coffee and red wine) associated with simulated
brushing on the surface roughness and color stability of denture base acrylic resins
polymerized with different cycles. The hypotheses evaluated in this study were: 1. different
polymerization cycles result in materials with surfaces likely to increase roughness due to
brushing; 2. the color change of acrylic resins may be related to the roughness resulting from

simulated brushing; 3. red wine causes greater color change in the material regardless of the

polymerization cycle that has undergone.

MATERIAL AND METHODS
Materials

The denture base acrylic resins selected for this study are presented in Table I.
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Specimen preparation

Specimens (n=5) were made in the dimensions of 20 mm in diameter and 3.0 £ 0.1
mm thickness.?* Metal matrixes in such dimensions were molded using laboratory silicone
(Zetalabor-Zhermack; Labordental) between two glass plates. The mold/matrix set was
included in metallic (OGP) or plastic (Vipi Ltda.) flasks using type Il stone (Herodent;
Vigodent Colténe SA Ind. e Com.). The flask was closed and remained under a load of 0.5 t in
a hydraulic press (VH). After this period, the materials were handled according to the
manufacturer’s instructions (Table 1) and inserted into the mold inside the flask, which was
kept under a load of 1.25 t during 30 min. The specimens were then submitted to conventional
(SL-155/22; Solab) or microwave (MEF 41; Electrolux) polymerization cycles as shown in
Table 11.%4%°

Then, the flasks were bench cooled for 30 min and subsequently cooled in running
water for 15 min.?” The specimens were removed from the molds and subjected to a
metallographic finishing and polishing procedure (Aropol E; Arotec) using silicon carbide
sandpapers (#240, #400, #600, and #1200; 3M) for 20 s each on both sides of the specimens.

Specimens were finally stored in distilled water in an oven (Nova Instruments) at
37°C for 48 h.?” Each specimen was suspended with dental floss so that it did not come into
contact with the container or other specimens.? This initial storage time in distilled water was
considered To.
Potentially staining drinks and immersion conditions

Two liquid foods were selected based on their potential for staining and the
frequency of intake by the population: instant coffee and red wine. Distilled water was used as
a non-staining solution.

The coffee solution was prepared at a ratio of 3.6 g instant coffee (Nestlé Brasil

Ltda.) for each 300 mL of boiling distilled water.?® The specimens were immersed in this
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solution only after total cooling. For the wine solution, a dry red wine brand (Campo Largo)
was used.

After Ty, surface roughness and color analyses were made and corresponded to the
initial values. Subsequently, the specimens were immersed in 150 mL of one of the three
solutions also suspended by the dental floss and stored in an oven at 37°C for 36 days (T1).
The proposed time was based on the speculation that 24 h of immersion in coffee would
simulate the staining associated with consumption for one month.?**° Thus, 36 days would
simulate three years of use of removable dentures. After this period, roughness and color
analyses were performed again and corresponded to the final values.

The solutions were replaced when changes in the pH (DMPH-2; Digimed®), visual
signs of fungal contamination, and/or precipitation of the particles were observed. According
to these assessments, the replacements were made every three days. The pH of the solutions
used averaged 3.0 for wine and 5.0 for coffee.

Experimental design

An illustrated description of the experiment is shown in Figure 1.
Validation of simulated brushing

The simulated brushing is an in vitro simple method that the ISO/DTS 145692
considers to be suitable for the quantification of abrasive acrylic resin.*

Specimens (n=3) of the lighter color and highest-translucency Vipi Cril resin were
prepared and immersed in the solution with the greatest potential for staining red wine, > for
36 days. Once 18,000 cycles correspond to a regular toothbrushing period during one year of
an adult patient,® these specimens were brushed on both sides in three different conditions
prior to the final period of analysis T;:

- condition 1 = 1,500 cycles per day for 36 days;

- condition 2 = Ta: 6th day — 9,000 cycles equivalent to six months;
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Tg: 12th day — 9,000 cycles equivalent to six months;
Tc: 24th day — 18,000 cycles equivalent to one year;
Tp: 36th day — 18,000 cycles equivalent to one year.
- condition 3 = Tg: 12th day — 18,000 cycles equivalent to one year;
Tr: 36th day — 36,000 cycles equivalent to two years.

The results of surface roughness (Ra, pm) and color change (AE) from the validation
of simulated brushing were analyzed with one-way ANOVA and two-way ANOVA for
repeated measures (a=.05), respectively, using a personal software (IBM SPSS 19; SPSS Inc.,
IBM Company).

There was no statistically significant difference among the experimental conditions
for both properties surface roughness (Figure 2) and color change in the validation of
simulated brushing (P>.05). The AE results were 2.1 + 1.4, 3.3+ 0.9, and 2.6 £ 1.0 for
conditions 1, 2, and 3, respectively.

Simulated brushing

For the study, the condition 2 was selected because it resulted in specimens with a
surface roughness pattern similar to those of condition 1, where the brushing was done daily.

Specimens were removed from the solutions (distilled water, instant coffee, and red
wine) after each immersion period (Ta, Ts, Tc, and Tp), rinsed in running water, and brushed
using condition 2.

The toothbrushes were cut at the neck and fixed by screws placed on the sides and
top of the support for the brush in the equipment. The correct adjustment of these screws
allowed for the leveling of the appropriate brush. The brushes used had nylon bristles with
uniform length,*® flexibility, and rounded ends (Tek® 30; Johnson & Johnson do Brasil) and

were quickly replaced when any deterioration or wear of the bristles was observed.*’



137

The dentifrice (Colgate Total 12 Clean Mint; Colgate Palmolive) was mixed with
distilled water at a ratio of 1:1 (g/mL).*® This suspension was homogenized in a magnetic
stirrer (model 752; Fisatom, S&o Paulo, SP, Brazil) for 1 min at room temperature.

The simulated brushing machine (MSEt; Marcelo Nucci ME) allowed 10 specimens
to be simultaneously brushed with linear movement (forth and back). The equipment was set
to brush at a rate of 370 cycles per minute and to provide 200 gf vertical load on each
specimen.’®*® Scheduled cycles were performed on both sides of each specimen at 37°C, and
2 mL of the suspension with dentifrice were injected onto the specimens every 2 min.
Surface roughness

Specimens were removed from the distilled water (To) or from the brushing machine
(T4), rinsed in running water, dried with absorbent paper, and subjected to the evaluation of
surface roughness (Ra, pum).

Surface roughness was analyzed with a surface roughness profilometer (Surfcorder
SE 1700; Kozaka Industry) featuring a diamond stylus (tip diameter 2 p). Three
measurements were performed in the central area of each specimen at intervals of 0.8 mm and
the mean reading was obtained.?**° The diamond was perpendicular to the long axis of the
specimen. Resolution was 0.01 um, interval (cut-off length) was 0.8 mm, transverse length
was 2.4 mm at a speed of 0.5 mm/s.*

Color stability

After the surface roughness analyses, specimens were submitted to color evaluation
(To and T periods). The spectrophotometric reflectance technique was used by means of a
Varian-Cary equipment, illuminant D-65, wavelength ranging from 830 to 360 nm, color
space CIE-L*a*b*, and observer angle of 10°.%®

Color changes were expressed by the formula:

AE = V(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)?
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where: AL*, Aa* and Ab* represent the coordinates of the three reading differences
(axis 'y, X, and z, respectively) before and after immersion in the staining solutions
and brushing. The L* parameter represents lightness ranging from 0 (black) to 100
(white); the parameters a* and b* reflect the chromaticity from red (+ a*) to green (-
a*) and yellow (+b*) to blue (-b*).
For this analysis, it was considered a clinically significant color change when AE
L*a*b* was greater than 3.3.**? In addition, color changes were quantified by the National
Bureau of Standards (NBS). The values of NBS units make it possible to convert color change
data (AE) into values with clinical relevance:>*®
NBS = AE L*a*b* x 0,92.
Statistical analysis
Surface roughness data were analyzed using three-way ANOVA for repeated
measures followed by Bonferroni test (a=.05). Color stability data were submitted to two-way

ANOVA followed by Bonferroni test (a=.05). Post-hoc Power analysis was performed for

statistical analyses of all data using the personal statistical software (IBM SPSS 19).

RESULTS

For the number of specimens used to evaluate the surface roughness (n=5), this study
had adequate power for the triple interaction "curing cycle” x "solution” x "time" for both
materials (83.3%; a=.05).

No significant difference (P>.05) was found among the polymerization cycles for the
specimens immersed in distilled water for both materials before (T) and after (T1) brushing
(Table 111). With immersion in coffee, Vipi Cril specimens from the M550/3 and WB groups
presented the highest and lowest roughness values, respectively (P=.008). An increase in

roughness of the specimens in the M550/3 group was found after immersion in wine (P=.02).
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Vipi Wave specimens from the M650/5 group presented a rougher surface after immersion in
coffee (P=.02).

For the number of specimens used to evaluate the color stability (n=5), this study had
adequate power for the interaction "curing cycle™ and "solution™ for both materials (99.6%;
a=.05).

No significant difference was found among the polymerization cycles for the
specimens immersed in distilled water for Vipi Wave (P>.05; Table 1V), and Vipi Cril
showed some changes (P=.00; Table IV). All color changes observed were not considered
clinically significant, as the AE average values were acceptable (AE<3.3), except for in the
case of the Vipi Wave cured using the manufacturer’s recommended cycle (M630/25), which

presented an average NBS=4.49 after immersion in red wine (P=.02).

DISCUSSION

The first hypothesis tested in this study, that “different polymerization cycles result in
materials with surfaces likely to increase roughness due to simulated brushing,” was not
accepted because no difference was found among the curing cycles in the roughness values of
the specimens immersed in distilled water for both materials before and after brushing.

The magnitude of the surface abrasion caused by brushing depends on factors such as
technique, frequency and brushing force, stiffness of the brush bristles, toothpaste
abrasiveness, and hardness of denture base materials.'”*® All factors that can influence the
results related to brushing were standardized in this study. Nylon soft and flexible bristles
were used in order to prevent wear of the acrylic resin®** and because they are products
available and widely used by denture wearers.* The degree of abrasiveness of the dentifrice is
influenced by its chemical composition, crystal structure, brittleness, solubility, concentration,

hardness, size and shape of the particles, and compatibility with the other components of the
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formulation.®® The Colgate Total dentifrice selected for this study presents a neutral pH, has
hydrated silica as an abrasive agent, and has a small diameter and regular-shape particles.*®
This dentifrice is classified as medium abrasiveness according to the Relative Dentin
Abrasivity (RDA=70). The fact that increased roughness after the simulated brushing using
this dentifrice was not observed is due to the size and shape of its particles and the presence of
highly soluble silica that results in a polishing surface rather than making it rougher.¢*
According to Oliveira et al. (2008),*" dentifrices with these characteristics are indicated for
cleaning acrylic resins.

With regard to the material, due to the fact that the composition of the acrylic resin is
based on a low hardness polymer, its abrasion resistance can be changed via different
polymerization methods.*® In this study, no difference in roughness was found when the
curing cycles were assessed without the influence of the potentially staining solutions as
previously reported. Change occurred only when brushing was associated with immersion in
coffee or red wine. Because the hardness has been directly related to the degree of conversion
of dental polymers, it was possible to suppose that both materials presented adequate degree
of conversion values. However, a better polymerization and a low residual monomer
concentration could be obtained for conventionally polymerized Vipi Cril specimens, which
presented the lowest roughness values after immersion in coffee, especially because a
polymerization cycle including a final temperature at 100°C for at least 30 min** was used.
Also, the higher the temperature, the better the polymerization will be.* Spartalis et al.
(2015)?* measured the surface temperature of the specimens at the end of the microwave
polymerization cycles analyzed in the present study, and the authors observed lower
temperature values in the M650/5 and M550/3 cycles. It is possible to assume that the lower

temperature associated with a shorter microwave polymerization time was responsible for the
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inferior degree of conversion values, resulting in an increase in the roughness of the
specimens after immersion in coffee and wine.

One limitation of this study was that the specimen polishing was not done the same
clinically, which is not performed on completely flat surfaces and is highly dependent on the
operator.* This could overestimate the results of roughness and the potential for the staining
of acrylic resins. However, the effect of polishing was the same for all evaluated groups.*
Ideally, the lowest surface roughness is recommended for reducing microorganism
retention.” The surface roughness mean values of denture base acrylic resins ranging from
1.36 to 9.43 pm have been found in the literature.*”**3® Once the average scores observed in
this study (Ra=1.83 pum) were lower than or equal to those obtained in other studies, it is
possible that the resins subjected to the evaluated polymerization cycles facilitate denture
cleaning and preserve the health of the mucosa covering the residual ridge.*® Although Bollen
et al. (1997)* suggested that no microorganism retention occurs in acrylic resin with a level
of roughness lower than 0.2 um, surface roughness is not the only factor involved in adhesion
to polymers. Other factors, such as saliva film, surface energy, wettability, hydrophobicity,
and electrostatic interactions, may also influence microbial retention.?

According to Crispin et al. (1979),% rougher samples had significantly more color
change. In this study, the hypothesis that “the color change of acrylic resins may be related to
the roughness resulting from simulated brushing” was discarded. As described above, there
was not a considerable change in roughness that could be related to a possible color change.

According to Table 1V, no significant difference was noted among Vipi Wave
specimens submitted to the different cycles and immersed in distilled water, while significant
differences were observed for Vipi Cril resin in the same conditions (P=.000; Table V). In

25,26

this study, experimental microwave polymerization cycles“” and manufacturers’

recommended cycles for each acrylic resin were evaluated. It has been reported that the resin
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formulated for microwave polymerization exhibits minimal color change,®*! due to reduced
water absorption.*? Furthermore, the evaluated Vipi Cril resin presented lower chroma and
higher translucency than did the Vipi Wave, so more color change could be expected in Vipi
Cril.

However, all color changes observed in the study were not considered to be clinically
significant, as the AE average values were acceptable (AE<3.3), with the exception of Vipi
Wave cured using the manufacturer’s recommended cycle presenting an average NBS=4.49
after immersion in red wine. Thus, the third hypothesis that "red wine cause greater color
change in the material regardless of the polymerization cycle that has undergone” has been
partly accepted. The evidence that the effect of wine was only observed on the group
M630/25 for the Vipi Wave resin may also be related to a lower degree of conversion of the
experimental microwave cycles in comparison to the evaluated conventional water-bath cycle.
It has been suggested that color stability may be related to residual monomer content, so
higher residual monomer content would lead to greater color change.** Other studies have
shown a significant effect of wine, which caused higher resin staining after prolonged
immersion than did coffee.?*?°3° Also, AE values around 10 to 12 have been observed.?*%
This has been related to the affinity of the dye present in red wine (tannic acid) to an acrylic
resin surface.?®

Sorgini et al. (2012)* highlighted the importance of how abrasive a cleaning agent
must be to provide effective prosthesis cleaning once only product abrasiveness has been
evaluated without any association with its cleaning ability. Only one study was found in the
literature that evaluated the color change of denture base acrylic resins after brushing cycles.™®
In that study,*® the authors observed AE values close to those observed in the current study
after immersion in coffee associated with brushing using the dentifrice Colgate One (Colgate-

Palmolive, Lysaker, Norway). In this study, the dentifrice probably enhanced the mechanical
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cleaning action of the brush due to its abrasive components and detergents, silica and sodium
lauryl sulfate, respectively. In addition, the uniform length of the flexible bristles allowed for
a higher contact area to the resin surface, promoting more effective cleaning.** An important
limitation of the study was the lack of biofilm on the surface of the acrylic resins before
immersion in the potentially staining solutions,? once the biofilm acts as a matrix for addition
of colorants.'® However, the results of a previous study*® showed that brushing cycles were
able to remove Candida albicans that had adhered to the surface of conventional heat-cured
acrylic resin disks, and the authors attributed this to the action of the mechanical cleaning of
silica particles and the antimicrobial effect of the triclosan agent present in the dentifrice

composition of Colgate Total dentifrice, which was also used in this study.

CONCLUSIONS

The beverages coffee and red wine along with simulated brushing slightly changed
the roughness of the Vipi Cril and Vipi Wave materials cured using the conventional and
experimental microwave cycles. With the exception of Vipi Wave resin cured using the
manufacturer’s recommended microwave cycle, potentially staining beverages did not result

in clinically relevant color changes after simulated brushing.
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Table 1. Denture base acrylic resins used in this study
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Material Type Compositiont (batch) Powder/liquid Manufacturer
(acronym) Powder Liquid ratio
Vipi Cril® Conventional PMMA, benzoyl MMA, 2.15g/1 mL Vipi Ltda.,
(VC) peroxide, EGDMA, Pirassununga,
pigments inhibitor SP, Brazil
(00773) (32144)

Vipi Microwaved- PMMA, benzoyl MMA, 2.15g/1 mL Vipi Ltda.,
Wave® processed peroxide, EGDMA, Pirassununga,
(VW) pigments (12041) inhibitor SP, Brazil

(33576)

PMMA: polymethyl methacrylate; MMA: methyl methacrylate; EGDMA: ethylene glycol

dimethacrylate.
+ According to the MSDS provided by the manufacturer.
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Table 11. Experimental polymerization cycles evaluated in this study

Group

Polymerization cycle

Reference

WB
(water-bath — conventional

polymerization)

 immerse the flask in cold
water;
* heat water up to 65°C during
30 min and maintain for 1 h
* heat water until boiling point
during 30 min and maintain for
1h;
* turn off the water-bath and let

cool down

Manufacturer’s recommended

cycle to cure VC resin

M630/25

270 W for 10 min
0 W for 5 min
360 W for 10 min

Manufacturer’s recommended

cycle to cure VW resin

|26

M550/3

550 W for 3 min

llbay et a

M650/5

650 W for 5 min

Patil et al®
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Table I1l. Roughness (Ra, pm), standard deviation, and statistical significance for acrylic resins after immersion in staining drinks followed by

simulated brushing

Polymerization Distilled water Coffee Red wine
Material

cycles To T To T: To T,
WB 2.01(0.62) Aa 219 (0.43)Aa  163(0.69)Aa 1.22(0.58)Ba  1.10 (0.35) Aa  1.43 (0.44) Aa
Vipi Cri M630/25 2.41(0.94) Aa  235(0.37)Aa  3.14(1.06) Aa 2.15(0.84) ABa 0.82 (0.78) Aa  1.28 (0.55) Aa
M550/3 2.16 (0.39) Aa 173 (0.44)Aa 257 (1.80)Aa 2.33(0.72)Aa  0.77(0.88) Ab  1.75(0.32) Aa
M650/5 1.78 (0.70) Aa 158 (0.53) Aa  1.73(1.26) Aa  1.82(0.68) ABa  1.96 (1.09) Aa  1.34(0.38) Aa
WB 2.09 (0.40) Aa  2.36(0.45) Aa  2.10(1.37)Aa  1.66(0.84)Aa  1.10 (0.51) Aa  1.70 (0.30) Aa
Vipi Wave M630/25 3.01 (0.82) Aa 2.35(0.76) Aa 1.91 (1.29) Aa  1.63(0.89) Aa 1.61 (0.59) Aa 1.67 (0.19) Aa
M550/3 2.02 (0.30) Aa 1.87 (0.22) Aa 212 (1.12) Aa  2.06 (0.83) Aa 2.05 (1.23) Aa 1.60 (0.48) Aa
M650/5 2.20 (0.65) Aa 1.41 (0.29) Ab 0.93(0.91)Bb  1.57 (0.59) Aa 1.92 (0.70) Aa 1.66 (0.86) Aa

Means followed by different letters (lowercase: within row for each solution; uppercase: within column for each material) are significantly different at a=0.05.
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Table 1V. AE values, standard deviation, and statistical significance for acrylic resins after

immersion in staining drinks followed by simulated brushing

Material

Polymerization

Distilled water

Coffee

Red wine

Vipi Cril

3.15 (1.33) Aa
1.06 (0.54) Bb
0.96 (0.65) Bb
3.33 (1.06) Aa

3.04 (0.47) Aa
1.18 (0.77) Bb

2.42 (1.47) ABa
1.90 (0.96) ABb

2.02 (0.18) Aa
2.19 (0.31) Aa
1.84 (0.22) Aa
2.12 (0.23) Aab

Vipi Wave

0.86 (0.48) Aa
1.70 (1.43) Ab
2.39 (2.51) Aa
1.98 (1.16) Aa

2.33 (0.85) Aa
1.71 (1.09) Ab
2.63 (2.40) Aa
1.78 (1.19) Aa

2.33 (0.64) ABa
4.88 (0.97) Aa
3.10 (3.44) Ba

2.34 (0.69) ABa

Means followed by different letters (lowercase: within row; uppercase: within column for each

material) are significantly different at a=0.05.
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Figure legends
Figure 1 - Flowchart representing the experimental design of this study

Figure 2 - Mean and standard deviation surface roughness (Ra, um) of VC resin specimens in
the validation of simulated brushing
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5 DISCUSSAO

Apesar de Bafile et al. (1991)* especularem que resinas formuladas para
polimerizacdo em micro-ondas pudessem conter outros mondmeros agentes de
ligacdo cruzada como o trietileno ou o tetraetilenoglicol dimetacrilato em sua
composicdo, a analise por espectroscopia infravermelha por Transformada de
Fourier do p6 e do liquido das resinas acrilicas Vipi Cril e Vipi Wave demonstrou
uma semelhanca na composicdo desses materiais. Isto também pode ser
constatado nas informacdes fornecidas pelo proprio fabricante que comercializa
estes produtos similares para polimerizacdes diversas.

A analise de conversdo destes materiais mostrou que ambos apresentaram
cinéticas de polimerizacdo quimica previamente aos ciclos de polimerizagdo com
valores finais semelhantes, embora a resina Vipi Cril tenha apresentado uma
conversao inicial mais rapida. Essa diferenca pode estar relacionada a presenca de
uma maior concentracao do agente etilenoglicol dimetacrilato em sua composicao se
comparada a resina Vipi Wave, uma vez que existe uma correlacdo entre
concentracfes aumentadas de agentes de ligacdo cruzada e maiores valores de
resisténcia a flexdo e médulo de elasticidade® e a resina Vipi Cril apresentou valores
superiores a resina Vipi Wave em estudo anterior que avaliou os mesmos ciclos de
polimerizacao testados na presente investigagéo.

Ambas as resinas apresentaram efeito ndo citotdéxico as células 3T3. Outros
estudos compararam resinas termopolimerizaveis convencionais com resinas para
micro-ondas e também ndo observaram diferencas significantes apos 24 h e, neste
periodo, todos os materiais foram classificados como n&o-citotoxicos.®®’""® Jorge et
al. (2004)"" associaram seus resultados de citotoxicidade sem diferenca entre
resinas termopolimerizaveis convencionais e para micro-ondas a possibilidade de
ambas terem atingido graus de conversdo adequados. Chaves et al. (2012),” em
uma revisdo sistematica da literatura, concluiram que as resinas acrilicas
termopolimerizaveis para base de protese causam baixa morte celular® e,
geralmente, ndo sdo encontradas diferencas significantes de citotoxicidade entre
marcas comerciais.’®’""®8° No presente estudo, também foram observados alguns
valores de viabilidade celular acima de 100% e, portanto, maiores que o controle

positivo. Efeitos similares também foram descritos previamente na literatura.®" Esses
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resultados podem indicar que os eluatos apresentam uma baixissima toxicidade e
gue, em um primeiro momento, poderiam estimular o crescimento celular.

N&o houve diferenca entre os materiais para os resultados de porosidade e
sorcdo de agua e solubilidade e isto foi associado a composi¢cao similar das resinas

acrilicas. Além disso, outros estudos®**+#

também ndo encontraram diferencas nos
valores de porosidade quando foram utilizados corpos de prova com espessuras em
torno de 3 mm polimerizados em diversos ciclos. Ainda, Yannikakis et al. (2002)*’
relataram ser possivel polimerizar seguramente uma resina termopolimerizavel
convencional em micro-ondas quando sua espessura for igual ou inferior a 3 mm,
uma vez que esta espessura é representativa de dimensées comumente utilizadas
para confeccdo de base de proteses.*’

A resisténcia a abrasao dos polimeros de baixa dureza utilizados para bases
de proteses também pode ser afetada pela utilizacdo de diferentes ciclos de
polimerizacd0.** Como ndo houve diferenca significativa entre os valores de
rugosidade quando os corpos de prova submetidos aos diferentes ciclos de
polimerizacdo foram imersos apenas em agua destilada, também foi sugerido que
ambos os materiais tenham atingido valores adequados de grau de conversao.

Quando analisado o efeito dos ciclos de polimerizagdo, ndo foi observada
diferenca entre as resinas acrilicas Vipi Cril e Vipi Wave polimerizadas
convencionalmente em banho de agua e valores superiores de grau de conversao
foram observados. Tem sido relatado que quanto mais elevada for a temperatura do
banho de agua, melhor sera a polimerizacdo e menor a concentracdo de monémero

residual, 8

principalmente quando sdo utilizados ciclos que incluem uma
temperatura final a 100°C por pelo menos 30 min.»®®" Neste estudo, foi avaliado o
ciclo em banho de agua recomendado pelo fabricante que incluia ao final um
periodo de 1 h em ebulicdo, o qual ndo resultou em efeitos citotdéxicos quando
utilizado para processar ambas as resinas. Os valores mais altos de sorcéo de agua
observados no grupo de polimerizacdo convencional também foram relacionados a
um contedo mais baixo de monémero residual’®® e a um mais alto grau de
conversdo. Estes resultados foram associados ao aumento da temperatura de
polimerizacdo ao final do ciclo em banho de agua que resulta em uma maior
mobilidade das cadeias moleculares, facilitando a conversédo de monémero em

polimero.®
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Apesar disso, ambas as resinas polimerizadas em ciclos mais curtos em
micro-ondas também apresentaram valores de conversdo sem diferenca significativa
do ciclo convencional em banho de agua. Uma possivel explicacdo esta relacionada
a alta frequéncia de mobilidade das moléculas de monémero no interior da massa
polimérica durante a polimerizacdo, causando um rapido aquecimento interno e,
consequentemente, resultando na conversdo mais rapida do monémero em
polimero.®* Temperaturas mais altas usualmente favorecem uma conversdo mais
rapida, uma vez que a constante de propagacdo e o coeficiente de difusédo
aumentam com a temperatura. Entretanto, um aumento muito rapido como ocorre
durante a irradiacdo em micro-ondas pode afetar a qualidade do polimero resultando
em cadeias de peso molecular mais baixo ou ainda degradando os polimeros.®

Os valores mais baixos de conversdo observados foram apresentados pela
resina Vipi Wave quando polimerizada utilizando o ciclo em micro-ondas
recomendado pelo préprio fabricante (M630/25). Ainda, as alteracbes de cor
observadas neste estudo ndo foram consideradas clinicamente significantes, uma
vez que os valores médios de AE foram aceitaveis (<3,3), exceto para a resina Vipi
Wave polimerizada no ciclo M630/25 e, na sequéncia, imersa em vinho tinto. Um
ciclo mais longo em micro-ondas teoricamente gera uma maior energia, porém,
durante os 5 min de pausa antes da reprogramacao do forno para o segundo estagio
do ciclo, uma diminuicdo dos niveis de energia das moléculas excitadas pode ser
esperada.*’” A evidéncia de que o efeito do vinho foi observado apenas para o grupo
M630/25 para a resina Vipi Wave poderia, portanto, estar relacionada a um grau de
conversdo mais baixo em comparacao com o ciclo convencional. Isto porque quanto
maior o conteido de mondmero residual, maior podera ser a alteracdo de cor.** Este
fato em associacdo a possibilidade da resina Vipi Wave apresentar uma menor
guantidade de agentes de ligacdo cruzada como mencionado anteriormente podem
explicar uma menor conversao neste ciclo em comparacdo com a resina Vipi Cril.

Quanto maior a temperatura, melhor sera a polimerizacdo do material.*
Spartalis et al. (2015)"® mensuraram a temperatura superficial dos corpos de prova
ao final dos ciclos de polimerizagdo em micro-ondas também avaliados na presente
investigacdo. Foram observados valores mais baixos de temperatura ao final dos
ciclos M650/5 e M550/3. E possivel supor que uma temperatura mais baixa

associada a um tempo mais curto de polimerizagdo em micro-ondas seja
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responsavel por valores inferiores de grau de conversdo em relagdo ao ciclo
convencional em banho de 4gua. Isto explicaria os resultados mais baixos de sor¢édo
de agua observados nos ciclos M550/3 e M650/5 e aos mais altos valores de
solubilidade encontrados no ciclo M550/3. Além disso, nestes ciclos, também foi
observado aumento da rugosidade nos corpos de prova apés imersdo em café ou
vinho tinto.

Apesar das diferencas observadas nas propriedades avaliadas, o valor
médio de grau de conversdo obtido para as resinas acrilicas nos grupos
experimentais em estudo foi de, aproximadamente, 78,7% e este valor € proximo
das porcentagens que tém sido observadas nos estudos, inclusive para resinas de
base polimerizadas em ciclos mais longos.> N&o foram observados poros e bolhas
visiveis e todos os valores médios foram inferiores a 1,52%. De acordo com as
especificacbes da American Dental Association,”> ndo deve haver bolhas ou
espacos vazios no polimero para base de protese quando observado sem
magnificacdo. Além disso, segundo Singh et al. (2013), niveis de porosidade
inferiores a 11% podem ser considerados aceitaveis clinicamente. Os valores
médios de sorcdo de agua encontrados foram entre 2,17% e 2,43%. Estes valores
foram considerados apropriados uma vez que a resina acrilica inicialmente
dessecada torna-se saturada apés sorcéo de aproximadamente 2% de agua.’” Os
valores de solubilidade obtidos (entre 0,0065% e 0,4715%) estavam dentro da faixa
de valores observada em outra investigacao (entre -0,417% e 0,815%) que avaliou 0
efeito do polimento quimico ou mecanico sobre a solubilidade da resina Vipi Cril.%
Valores médios de rugosidade de superficie de resinas para bases de prétese entre
1,36 a 9,43 pm tém sido encontrados na literatura.’*®3%** Uma vez que os
resultados médios observados neste estudo (Ra=1,83 um) foram inferiores ou iguais
aos obtidos em outros estudos, € possivel que as resinas submetidas aos ciclos de
polimerizacdo experimentais avaliados facilitem a higienizacdo das préteses e
preservem a satde da fibromucosa que recobre o rebordo residual.”* Todas as
alteracdes de cor observadas ndo foram consideradas clinicamente significantes,
uma vez que os valores médios de AE foram inferiores a 3,3, exceto para a resina
Vipi Wave polimerizada no ciclo M630/25 e imersa em vinho tinto (AE=4,88), como
ressaltado previamente. Entretanto, outros estudos que avaliaram alteracdo de cor

de resinas acrilicas para base de prétese, porém ndo submeteram os corpos de
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prova a escovacdo simulada, verificaram um efeito significante do vinho tinto e
valores de AE em torno de 10 a 12 foram observados.®*®®

Portanto, deve ser ressaltado ser possivel polimerizar a resina acrilica
termopolimerizavel convencional Vipi Cril em ciclos curtos em micro-ondas e obter
valores de conversdo adequados e sem diferenca do ciclo em banho de agua. llbay
et al. (1994)* também concluiram que o método de polimerizacdo em micro-ondas
poderia ser aplicado também para resinas acrilicas convencionais sem prejuizo as
suas propriedades. Tendo em vista as vantagens da polimerizacdo em micro-ondas
como, principalmente, a grande reduc&o no tempo de execucéo,*** e devido a dificil
disponibilidade e custo mais alto do material formulado especialmente para
polimerizacdo em micro-ondas, a polimerizacdo alternativa desta resina traria alguns
beneficios.

Avaliando conjuntamente os resultados dos testes realizados, julgou-se
como melhor condicdo experimental a polimerizagdo em micro-ondas a 650 W por 5
min da resina acrilica termopolimerizavel convencional Vipi Cril pela relacao de valor
custo-beneficio. Testes in vitro proporcionam informacdo importante sobre o
comportamento dos materiais em um ambiente laboratorial controlado. Apesar disso,

1% e, dessa forma, os

as proteses estao sujeitas a varios outros fatores no meio ora
resultados deste estudo in vitro ndo podem ser extrapolados para situacdes clinicas,

sendo necessarios estudos in vivo.



6 CONCLUSOES

Dentro das limitagBes deste estudo in vitro, pode ser concluido que:

1. A melhor condicdo experimental pela relagdo custo-beneficio foi a polimerizacéo
da resina Vipi Cril em micro-ondas a 650 W por 5 min.

2. Existe uma semelhanca entre as composi¢cdes quimicas das resinas Vipi Cril e
Vipi Wave;

3. A resina Vipi Cril polimerizada em micro-ondas apresentou valores de conversdo

semelhantes aos obtidos no ciclo convencional;

4. A resina Vipi Wave apresentou valores mais baixos de conversao quando
polimerizada utilizando o ciclo em micro-ondas recomendado para seu
processamento e os valores mais altos foram observados quando este material foi

polimerizado convencionalmente;

5. A ativacdo quimica das resinas Vipi Cril e Vipi Wave resultou em valores de
conversao préoximos a 36% e a polimerizacéo final pelos ciclos possibilitou que os

materiais atingissem valores de conversao em torno de 78,7%;

6. Nao houve diferenca entre as resinas Vipi Cril e Vipi Wave e os ciclos de
polimerizacdo avaliados e todas as condi¢cdes resultaram em efeitos ndo citotoxicos

as células 3T3, em ambas as analises MTT e Vermelho neutro;

7. Nao houve diferenca entre as resinas Vipi Cril e Vipi Wave para as propriedades

de porosidade, sorcao de agua e solubilidade;

8. Os ciclos mais curtos de polimerizacdo em micro-ondas puderam ser utilizados
para ambas as resinas Vipi Cril e Vipi Wave sem que houvesse um aumento do

volume detectavel de porosidade;

9. Os valores mais baixos de sorcédo de agua e os mais altos de solubilidade foram

detectados utilizando a polimerizagcdo em micro-ondas a 550 W por 3 min;

10. As solucbes de imersdo café e vinho tinto e a escovacdo simulada pouco
alteraram a rugosidade das resinas acrilicas Vipi Cril e Vipi Wave polimerizadas

utilizando os ciclos convencional e experimentais em micro-ondas;
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11. As solugbes potencialmente corantes nao resultaram em alteragcdes de cor
clinicamente relevantes nas resinas Vipi Cril e Vipi Wave apdés periodo de escovacéo

simulada.
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