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Resumo

MORAES, Aline Pinheiro. Efeito da triazina nas propriedades mecanicas e
formac&o de biofilme em resina acrilica e reembasadores de protese. 2011.
83f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Po6s Graduacdo em Odontologia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A candidiase € a infec¢do oral flngica mais comum em usuarios de proteses.
A associacdo entre o microrganismo Candida e as bases das préteses esta
diretamente relacionada a eficiéncia deste microrganismo em aderir e colonizar
estas superficies, sendo esta a etapa inicial essencial para o desenvolvimento da
estomatite induzida por prétese. Associado a isto, 0 uso de reembasadores para
proteses tem aumentado, sendo estes materiais mais propensos a adesao
microbiana quando comparados a resina acrilica devido a sua maior rugosidade de
superficie. Além disso, estes materiais tem demonstrado capacidade de interagir
com microrganismos bucais. Este importante problema tem levado a tentativa de
desenvolvimento de diversos materiais contendo agentes antifUngicos. Assim, o
objetivo deste estudo foi investigar o potencial antifingico da triazina adicionada a
resina acrilica e reembasadores utilizados em prétese dentaria, através de um
modelo de biofilme de microcosmos, com salivas derivadas de pacientes com ou
sem candidiase, verificando sua efetividade em reduzir a adesdo microbiana e,
consequentemente, diminuir a incidéncia de infecgdes por Candida. Também
avaliaram-se as propriedades mecanicas dos materiais testados ap6s a
incorporagdo da triazina. Foram considerados quatro materiais comercialmente
disponiveis (uma resina acrilica ativada por energia de micro-ondas, dois
reembasadores resilientes e um reembasador permanente), aos quais foram
adicionadas diferentes concentracdes de triazina (0; 2,5; 5,0 e 10%). Os resultados
indicaram que nao houve diferenca (p = 0,059) entre as concentracdes de triazina
para a resina acrilica de micro-ondas no teste de resisténcia a flexdo. Em relacéo a
rugosidade de superficie, embora a adicédo de triazina ndo tenha levado ao aumento
da rugosidade, os reembasadores apresentaram maior rugosidade que a resina
acrilica, com o SoftConfort apresentando, em geral, a maior rugosidade (p<0,001).
De maneira geral, quando adicionada triazina a 5,0 e 10%, todos os materiais
tornaram-se mais solUveis e apresentaram aumento de sor¢cdo de agua (p<0,05), a
excecdo do CoeSoft, que ndo mostrou diferenca com a adicdo do composto quimico.
Houve diferenca entre salivas, sendo que aquela proveniente de individuo com
candidiase apresentou maiores contagens de microrganismos totais (p = 0,0294) e
estreptococos totais (p = 0,0008). Em relacdo aos materiais, a contagem de
estreptococos, microrganismos totais e espécies de Candida foi maior no CoeSoft
(p<0,0001). Entretanto, a contagem de espécies de Candida foi igual entre os
doadores (p>0,05). A adicdo de triazina ndo resultou em diminuicdo de
microrganismos totais, estreptococos totais ou espécies de Candida em nenhum dos
materiais testados (p>0,05). Como concluséo, a adicdo de triazina a resina acrilica e
reembasadores utilizados para confec¢cdo de base e reembasamento de proteses
em um modelo complexo de biofilme ndo modificou o desenvolvimento de biofilmes
em ambos os pacientes com ou sem candidiase.

Palavras-chave: Candidiase. Resina acrilica. Reembasadores protéticos. Biofilme.
Triazina.



Abstract

MORAES, Aline Pinheiro. Antimicrobial activity of triazine added to denture
materials on saliva-derived microcosms: microbiological efficacy and
mechanical properties. 2011. 83f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés
Graduacao em Odontologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Candidiasis is the most common fungal infection in denture wearers. The
association between Candida and denture base is directly related to the efficiency of
this micro-organism to adhere and colonize these surfaces, which is an essential
initial step for the development of denture-related stomatitis. Additionally, the use of
denture liners has increased, with these materials more prone to microbial adhesion
when compared with acrylic resin due to its higher surface roughness. These
materials have demonstrated capacity to interact with oral micro-organisms.This
important problem is the reason why several attempts have been made to develop
biomaterials containing antifungal. Thus, the aim of this study was to investigate the
potential antifungal activity of triazine added to acrylic resin and liners used in
prosthodontics using microcosms biofilm model with saliva derived from patients with
or without candidiasis, verifying its effectiveness in reducing microbial adherence and
consequently reduce the incidence of Candida infections. The mechanical properties
of the tested materials after the incorporation of triazine were also evaluated. We
considered four commercially available materials (a microwave-cured acrylic resin
and two soft denture liners and one hard denture liner) to which were added different
concentrations of triazine (0; 2.5; 5.0 and 10%). The results indicated that no
difference were found among triazine concentrations in acrylic resin flexural strength
(p= 0.059). Triazine addition did not result in surface roughness changes, although all
denture liners presented higher surface roughness compared with acrylic resin, while
in general, SoftConfort presented the highest roughness (p<0.001). In general, 5 and
10% triazine addition resulted in more soluble materials. All materials presented
increased water sorption with the addition of triazine (p<0.05), except for CoeSoft,
where no change was observed. Candidiasis patient saliva presented higher counts
of total micro-organisms (p= 0.0294) and total streptococci (p = 0.0008). Regarding
materials, total streptococci, total micro-organisms and Candida counts were higher
in CoeSoft (p<0.0001). Candida species counts was the same for both saliva donors
(p>0.05). The addition of triazine did not result in decrease of total micro-organisms,
total streptococci or Candida species in all materials tested (p>0.05). In conclusion,
the addition of triazine to acrylic resin and denture liners in a complex biofilm model
did not modify the development of biofilms in both patients with and without
candidiasis.

Keywords: Candidiasis. Acrylic resin.Denture liners.Biofilm. Triazine.
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1 INTRODUCAO GERAL

A cavidade bucal € colonizada por diversos microrganismos, 0s quais se
apresentam em numero limitado, o que €& determinado pelas condi¢cdes que
seletivamente os favorecem, em condi¢des de saude (SAN MILLAN et al., 2000). No
entanto, de acordo com a teoria da placa ecoldgica, sabe-se que a presenca e
especialmente a propor¢cdo de algumas espécies propicia modificacbes que
transformam um estado de salde em doenca, muito mais do que a presenca de
alguma espécie especifica (MARSH, 1994).

A Candida albicans esta entre os muitos microrganismos que fazem parte da
flora comensal da boca, sendo definida como uma levedura, classificada como um
fungo dipldide assexuado, com capacidade de multplicar-se unicelularmente. Ocorre
em 30 a 70% dos individuos sadios (TEIXEIRA; MEZZARI, 2005), sem que isso
acarrete em qualquer problema de saude. No entanto, em excesso ou em pacientes
imunodeprimidos, ocasiona a candidiase (MUZIKA, 2005).

Nos usuéarios de proteses removiveis, esta inflamacéo também é denominada
de estomatite induzida por prétese ou estomatite por dentaduras, sendo a Candida
albicans fortemente associada como o principal agente etioldégico desta patologia
(BARBEAU et al., 2003; WEBB et al., 1998; ZAREMBA et al., 2006). O crescimento
desse fungo sobre superficies é natural no ciclo de vida de Candida spp.
(KUMAMOTO; VINCES, 2005), o que pode explicar a ocorréncia comum da
colonizacdo fangica nos usuarios de proteses. As lesbes da mucosa bucal
relacionadas as proteses removiveis sdo reagfes agudas ou crénicas decorrentes
da presenca de biofilme dental, de leveduras, de constituintes do material utilizado
para a confeccédo das proteses e da pouca retencéo ou injarias mecanicas oriundas
do uso de proteses mal adaptadas (BUDTZ-JORGENSEN, 1971; BUDTZ-
JORGENSEN, 1978; DOREY et al., 1985).

A etiologia da estomatite induzida por protese € multifatorial, envolvendo
fatores predisponentes locais e sistémicos (AVON et al., 2007; CANNON;
CHAFFIN, 1999; CANNON et al.,, 1995; HOLMES et al.,, 1995; IACOPINO;
WATHEN, 1992). Segundo Nucci e Marr (2005) (NUCCI; MARR, 2005), nos
ultimos anos houve um aumento da associacdo desta patologia a outras doencas
mais graves, como carcinomas e HIV, levando ao agravamento de quadros
clinicos, uma vez que a candidiase pode interferir com o tratamento e

principalmente ser uma barreira para a saude do paciente (PEREZOUS et al.,
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2005), ja que as préteses podem servir como fonte de microrganismos para nova
infeccdo (MUZIKA, 2005).

A adesdo de microrganismos em superficies de biomateriais depende da
estrutura e composicdo de sua superficie e das propriedades fisico-quimicas da
superficie das células microbianas (BELLON-FONTAINE et al., 1990; BUSSCHER et
al.,, 1992), as quais vao aderir via formacado de um biofilme. Biofilme pode ser
definido como uma pelicula ndo calcificada, fortemente aderida as superficies
dentais, resistindo a presenca do fluxo salivar. O termo biofilme é usado para
denotar uma comunidade microbiana encapsulada em polimero que se acumula em
uma superficie, que também protege contra colonizacdo de patdgenos exdgenos
(WILSON, 2001). O biofilme constitui-se de depdésitos bacterianos e constituintes
salivares, com um crescimento continuo, sendo considerada a principal causa das
doencas infecciosas e estomatites (ROSAN; LAMONT, 2000).

A formacdo de biofilmes multi-espécie aumenta a chance de sobrevivéncia
para todos os constituintes do ambiente bucal e € considerado o primeiro passo para
a colonizacdo fungica, levando a um processo infeccioso (CANNON; CHAFFIN,
1999; CHANDRA et al., 2001; RAMAGE et al., 2004). Dessa forma, as espécies de
Candida podem aderir diretamente ou via uma camada de placa de dentadura as
bases de proteses (BRANTING et al, 1989; EDGERTON et al, 1993;
SAMARANAYAKE et al.,, 1980). A interface protese-palato oferece um nicho
ecologico Unico para a colonizacdo de microrganismos tornando-se um meio
relativamente anaerdbico e &cido-propicio ao desenvolvimento e proliferagdo de
leveduras, acarretando o desenvolvimento de candidiase (AVON; GOULET;
DESLAURIERS, 2007; BUDTZ-JORGENSEN, 1974). O biofilme das proteses é
composto principalmente por bactérias (CATALAN et al., 1987; KOOPMANS et al.,
1988; PEREIRA-CENCI et al., 2008), mostrando alta prevaléncia de Streptococcus,
enquanto as leveduras constituem uma pequena parte do total da flora microbiana
(BAENA-MONROY et al., 2005; KULAK et al., 1997; PEREIRA-CENCI et al., 2008).
Entretanto, o biofilme da estomatite por dentadura € ainda pobremente
caracterizado, mas parece oferecer um ambiente propicio para interacbes entre
células eucaribticas e procaridticas (CAMPOS et al., 2008; CHANDRA et al., 2001;
DOUGLAS, 2003; JENKINSON; DOUGLAS, 2002; KOLENBRANDER, 2000;
KUMAMOTO, 2002; RAMAGE et al.,, 2005). Desta forma, a compreensdo da

estruturacdo complexa das comunidades microbianas que compde o biofilme
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saudavel e patolégico ndo esta completamente elucidada e, através desta,
poderiamos desenvolver medidas para evitar a colonizacdo e consequentemente o
desenvolvimento da candidiase.

Ainda, pouco se sabe sobre o efeito de diferentes superficies na interacéo
entre espécies de Candida e outros microrganismos, incluindo a superficie de
materiais que contem antifiingicos, como os reembasadores e condicionadores de
tecido (PEREIRA-CENCI et al., 2010). A utilizacdo destes materiais € vantajosa em
diversas situacfes clinicas e tem aumentado nos ultimos anos. Porém, um dos
problemas diretamente relacionados a estes materiais ainda € o acumulo de biofilme
(BOSCATO et al., 2009) e a colonizacéo por Candida.

Mesmo com o0 crescente aprimoramento, esses materiais resilientes
apresentam problemas de ordem fisico-biolégica que comprometem sua utilizacao
clinica por longos periodos de tempo. Segundo Qudah et al (1990) (QUDAH et al.,
1990), as limitacdes sdo decorrentes do elevado indice de absorcdo dos fluidos
bucais, levando a perda da estabilidade dimensional, a ma adaptagéo da protese e a
descoloracdo por alguns agentes de limpeza impréprios, tais como o hipoclorito de
sédio (NaOCI), que causa a ruptura na adesdo entre os materiais (CERVEIRA
NETTO; LIN, 1977). A perda de &gua, plastificante e etanol leva os materiais
resilientes ao aumento de sua dureza e consequentemente a uma superficie mais
porosa, rugosa e aspera que facilita a contaminacéo por biofilme e colonizacao por
Candida albicans (CRAIG, 2004; NIKAWA et al., 2003).

O objetivo deste estudo foi avaliar dentro de um modelo de biofilme complexo
(microcosmos) se a incorporagdo de triazina a resina acrilica e reembasadores de
prétese proporcionaria propriedades antimicrobianas a estes materiais. Para tal, um
modelo de biofilme de microcosmos previamente desenvolvido (FILOCHE et al.,
2007) foi realizado a partir do indculo de saliva de pacientes usuarios de protese
com e sem candidiase bucal. A triazina foi incorporada em diversas concentracfes
no momento da manipulacdo do material no intuito de observar o efeito fungicida
deste composto apds 96h de formacao de biofilme. Também foi realizada avaliacao
da influéncia da triazina em algumas propriedades mecéanicas dos materiais para

base e reembasamento de prioteses removiveis também foi realizado.



2 PROJETO
1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a epidemiologia das infec¢cdes causadas por fungos tem
se modificado tendo sido detectado o aumento da incidéncia e a expansao da
populacdo de risco. Isto se deve a diminuicdo das taxas de mortalidade em alguns
paises em desenvolvimento e em todos os paises desenvolvidos (MCMICHAEL et
al., 2004; TULJAPURKAR et al., 2000; WHO, 2003). Consequentemente, a idade da
populacdo aumenta e com este aumento, modificam-se as necessidades de
assisténcia odontologica. Neste contexto, as infec¢cdes bucais por Candida vem
recebendo cada vez mais atencdo, provavelmente pela alta prevaléncia mundial
(FIGUEIRAL et al., 2007; PEREIRA-CENCI et al., 2008). O reconhecimento de que a
candidiase € uma doencga importante, principalmente considerando a candidiase
relacionada a presenca de diferentes espécies de Candida, tem levado a inUmeros
estudos para clarificar a patogénese da doenca. Da mesma forma, o conhecimento
sobre as formas de evitar ou diminuir a contaminacdo por Candida na cavidade
bucal tornam-se mandatorias.

A candidiase € a infeccdo bucal fangica mais comum em usuarios de
préteses, sendo que esta associacdo entre Candida e proteses esta diretamente
relacionada a eficiéncia deste microrganismo em aderir e colonizar estas superficies
(RADFORD et al, 1999), sendo esta uma etapa inicial essencial para o
desenvolvimento desta doenca. Atualmente, o uso de reembasadores protéticos tem
aumentado com a finalidade de melhor distribuicdo das cargas oclusais e reducao
de danos locais aos tecidos subjacentes as proteses (MACK, 1989). Os
reembasadores podem ser classificados como provisérios ou definitivos de acordo
com sua composicéo, a base de silicone ou resina acrilica, e podem ser quimica ou
termicamente polimerizados (GARCIA et al., 2003; NIKAWA; HAMADA, 1990).

Alguns estudos mostram que estes materiais sdo mais propensos a adesao
microbiana do que a resina acrilica, e isto, provavelmente, deve-se a sua maior
porosidade e rugosidade de superficie (NEVZATOGLU et al., 2007; PEREIRA-
CENCI et al., 2008). Além disso, eles tem demonstrado capacidade de interagir com
microrganismos bucais (NIKAWA et al., 1992; OKITA et al., 1991). Portanto, uma
alternativa para impedir as interacdes desfavoraveis entre 0os microrganismos e a

superficie de biomateriais deve ser considerada.
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Neste contexto, alguns pesquisadores tem tentado incorporar agentes
antifingicos ou modificar a superficie destes materiais para diminuir ou tratar uma
infeccdo por Candida (BOSCATO et al.,, 2010; ZHOU et al., 2010). Dentre os
compostos utilizados como antimicrobianos, a triazina e seus analogos tem
merecido consideravel atencdo, principalmente devido a sua sintese e utilidade
biolégica. A estrutura da triazina € um anel heterociclico, analogo ao anel de seis
membros do benzeno, mas com trés carbonos substituidos por nitrogénios. Os trés
isbmeros da triazina se distinguem uns dos outros pelas posicées destes atomos de
nitrogénio, e sao referidos como 1,2,3-triazina, 1,2,4-triazina e 1,3,5-triazina. A 1,
2,4-triazina € um nucleo importante, encontrada em inGmeros compostos naturais e
sintéticos biologicamente ativos (SANGSHETTI; SHINDE, 2010). Estudos tem
mostrado que compostos com triazina possuem potentes acfes antiprotozoarios
(BALIANI et al., 2005), anticancerigenos (MENICAGLI et al., 2004), antimalaricos
(MELATO et al., 2008), e atividade antiviral (XIONG et al., 2008). Além disso, foi
relatado que alguns destes compostos possuem uma potente atividade
antimicrobiana (SRINIVAS et al., 2006; ZHOU et al., 2008) e possivel atividade
antifingica podendo aumentar a eficacia de outros antifingicos no tratamento de
infeccOes resistentes (CERNICKA et al.,, 2007) em modelos de biofilme de uma
espécie ou em células plancténicas.

No que concerne as propriedades dos materiais, poucos estudos levam em
consideracdo as diferencas entre 0os materiais para base e reembasamento de
prétese, sejam estes Ultimos temporarios ou permanentes (MILLSAP et al., 1999;
RADFORD; CHALLACOMBE; WALTER, 1999; SAMARANAYAKE; MCCOURTIE;
MACFARLANE, 1980). Alguns autores relataram problemas relacionados aos
materiais utilizados na confeccdo e no reembasamento de proteses removiveis,
sendo o mais frequente a colonizagdo desses materiais, especialmente dos
reembasadores, por varias espécies de Candida. Os resultados sugerem que
proteses reembasadas com estes materiais sdo mais passiveis de coloniza¢do por
fungos, mesmo que estes materiais possuam antifiungicos em sua composicao
(KULAK; KAZAZOGLU, 1998; PEREIRA-CENCI et al., 2007; WRIGHT et al., 1985),
uma vez que os produtos comercialmente disponiveis, possivelmente tem o agente
antifingico removido pela acdo da saliva (PEREIRA-CENCI et al., 2007; VERRAN,;
MARYAN, 1997).
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Outro fator a ser considerado € a utilizacdo de concentracfes subterapéuticas
de antifingicos baseadas em estudos in vitro com células planctdnicas. As espécies
de Candida presentes num biofilme s&o capazes de aumentar seus fatores de
viruléncia quando tratadas com doses subterapéuticas, o que, por sua vez,
aumentam a sua patogenicidade (SEGAL, 2005). Quando os agentes antifungicos
sao utilizados, deve ser levada em consideracdo a formacédo complexa de biofilmes
sobre os substratos. Estudos prévios sugerem que as bactérias presentes dentro de
um biofilme oral estariam envolvidas no processo inflamatério causado por
estomatite induzida por préoteses (BUDTZ-JORGENSEN et al.,, 1983; CATALAN;
HERRERA; MARTINEZ, 1987; GUSBERTI et al., 1985; KOOPMANS; KIPPUW; DE
GRAAFF, 1988). Dependendo da necessidade, as bactérias presentes nesse
biofilme podem prover aos fungos os compostos necessarios que aumentam ou
ativam seus determinantes de viruléncia (WARGO; HOGAN, 2006).

Neste estudo, a triazina sera adicionada em diferentes concentracées ao po
da resina acrilica e reembasadores protéticos sendo esperada a diminuicdo da
adesado de espécies de Candida e, consequentemente, diminuicdo da incidéncia de
infeccdes causadas por este fungo. Desta forma, além de ser importante analisar as
propriedades mecéanicas e estruturais de um novo biomaterial liberador de agente
antifangico, é fundamental analisar sua eficacia frente a formagédo de biofilmes

complexos nos diferentes materiais utilizados para reabilitacéo oral.
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2 QUALIFICAQAO DO PRINCIPAL PROBLEMA A SER ABORDADO

Valores insatisfatérios quando do estudo da morfologia microestrutural de um
material a base de resina acrilica podem ser influenciados por varios fatores como a
presenca de poros, avaliada pela rugosidade de superficie do material, liberacao de
mondmero residual, que pode resultar em irritacdo e consequiente aparecimento da
candidiase, além do aumento das trincas e até mesmo de um grau de desadaptacao
inaceitdvel das proteses removiveis, que podem resultar em insucesso da
reabilitacdo protética e comprometimento da saude dos tecidos da cavidade bucal
(BEYLI; VON FRAUNHOFER, 1981; LAl et al., 2004; RAMAGE et al., 2004; SAN
MILLAN et al., 2000). Em virtude disso, o estudo das propriedades mecéanicas visa
complementar o estudo do comportamento das resinas acrilicas e reembasadores
frente a adicdo de um material com atividade antifungica. Adicionalmente, é
necessaria a manutencao da atividade antifingica destes materiais frente ao tempo,
sendo este, fator critico para a durabilidade da atividade antifUngica. Apesar da
evolucdo dos materiais e pesquisas mostrarem que a adicdo por si s6 nao
representa problemas no sentido da possibilidade de incorporacdo destas particulas
aos materiais, avaliacfes in vitro e in situ mostram que caracteristicas mecanicas e
estruturais, além da durabilidade do agente antifingico, ainda sdo um problema
(CENCI, 2008; NIKAWA et al., 1997; PEREIRA-CENCI et al., 2007; VERRAN;
MARYAN, 1997). Os principais fatores que explicam essa falta de durabilidade
podem ser a instabilidade da ligacdo dos agentes antifungicos ao material das
resinas acrilicas, que se deterioram ou sao rapidamente liberados no meio bucal, a
adicdo em concentracdo elevada de agentes antifungicos a expensas de
empobrecimento de caracteristicas mecanicas e a utilizacdo de doses
subterapéuticas nos materiais quando avaliados frente a biofilmes formados na

cavidade bucal.
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo sera investigar o potencial antifiungico da triazina, em
diferentes concentragfes, adicionadas a resina acrilica e reembasadores protéticos
utilizados em prétese dentaria, utilizando um modelo de biofilme de microcosmos, a
fim de verificar sua efetividade em reduzir a ades&o microbiana, e avaliar os
materias utilizados quanto & adesdo de microrganismos. Adicionalmente, avaliar os

materias utilizados quanto as suas propriedades mecanicas.
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4 JUSTIFICATIVA

Boa parte dos reembasamentos de proteses removiveis sdo realizados
utilizando-se materiais temporarios (MCCABE, 1998; TARI et al, 2007).
Adicionalmente, a alta prevaléncia de infeccbes causadas por Candida é um
problema para a saude do individuo seja pela facilidade de colonizacdo frente a
estes materiais, associada a pobre higiene oral de individuos usuérios de proteses,
seja pela dificuldade de diagnéstico ou de tratamento, 0 que provoca um prejuizo ao
paciente (RAMAGE et al., 2004), justificando a adicdo de um composto com agao
antifingica em biofilmes formados sobre a superficie destes materiais. Considerando
gue o governo brasileiro investiu somente na saude bucal entre 2007 e 2010, R$ 2,7
bilhGes o total investido foi mais de vinte vezes superior ao que foi investido no ano
de 2002, a otimizacdo de recursos esta diretamente relacionada com a durabilidade
dos procedimentos realizados.

Desta forma, um material adequado mecanicamente e que apresente
potencial antifangico verdadeiro e duradouro causaria um impacto positivo tanto na
saude dos pacientes quanto no melhor aproveitamento dos recursos publicos e
privados. Os resultados poderdo ser utilizados para estabelecer o tratamento uma
vez que este € dependente do tipo de infeccdo, o que auxiliaria na elaboracdo de

estratégias futuras de tratamento.



25

5 MATERIAIS E METODOS

5.1. Delineamento Experimental

Este estudo in vitro envolvera um delineamento experimental completamente
aleatorizado e cego, em que serdo convidados 2 voluntarios usuarios de proétese
removivel, saudavel ou ndo-saudavel (com candidiase).Os pacientes assinardo um
termo de consentimento livre e esclarecido e receberdo uma carta de orientacdo. Os
critérios de inclusdo serdo pacientes de 40 a 70 anos, portadores de proteses
removiveis, sendo a prétese superior total e a inferior parcial ou total, com boas
condicdes de saude geral, ndo tendo usado antibiético por pelo menos trés meses
antes do estudo. Serdo excluidos os pacientes ndo usuarios de préteses removiveis,
com mas condicbes de higiene, que apresentem outras condicbes orais que
impecam um diagndstico micolégico imediato, diabetes ou quaisquer outras doencas
sistétmicas que predispbem a candidiase, ou sintomas agudos ou cronicos de
desordens temporomandibulares. O exame inicial dar-se-4 através de inspecao
direta da mucosa bucal dos individuos. Sera realizada isoladamente, a coleta de
biofilme da mucosa palatal utilizando um swab esterilizado, o material coletado sera
imediatamente semeado em meio cromogénico (CHROMagar Candida) e incubado
em aerobiose a 37°C por 48h. Apos avaliagdo dos resultados, individuos que nao
apresentarem nenhuma espécie de Candida serdo excluidos, uma vez que 1 dos
voluntarios devera ter o fungo, mas ndo a doencga e 0 outro deverd ter estomatite
protética. Assim, serdo considerados quatro materiais comercialmente disponiveis
(uma resina acrilica ativada por energia de micro-ondas, dois reembasadores
temporarios e um reembasador permanente), aos quais serdo adicionadas
diferentes concentracdes de triazina, material com sabida atividade antifingica.
Estes materiais terdo avaliadas suas caracteristicas mecéanicas e estruturais e o
efeito antifingico como fatores em estudo. Espécimes desses materiais serao
utiizados como substrato para analise topografica dos materiais através de
microscopia eletrénica de varredura, avaliacdo da rugosidade de superficie, testes
de resisténcia flexural, testes de sor¢do e solubilidade e formacdo de biofilmes
utilizando microplacas para cultura de células de 24 pocos para avaliar atividade

antifingica. Espécimes sem antifungicos servirdo como controles. Para a formacao
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do biofilme, serdo utilizados inéculos de saliva contendo Candida (previamente

verificados conforme descrito acima).

5.2 Preparo dos espécimes

Seré utilizada uma resina acrilica polimerizada por energia de micro-ondas
(Classico Artigos Odontolégicos Ltda, Sao Paulo, Brazil), um reembasador
permanente (Kooliner, GC America, Alsip, IL, USA) e dois reembasadores
temporarios (CoeSoft, GC America, Alsip, IL, USA e SoftConfort, Dencril Comércio
de Plasticos Ltda, S&o Paulo, Brasil). Inicialmente, serdo adicionadas
concentracdes de 0% - controle, 2,5%, 5,0% e 10% de triazina ao pé dos materiais,
sendo todos os materiais manipulados de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Para a confeccdo de espécimes circulares (10mm diametro x 2,0mm
espessura), sera utilizada uma matriz metdlica (Figura 1), com excecdo dos
espécimes de resina acrilica ativada por micro-ondas em que sera utilizada uma
mufla especifica para a polimerizagdo em micro-ondas. Estes espécimes serdo
confeccionados e utilizados para formacao de biofilmes, avaliacdo de rugosidade
de superficie e testes de sor¢cdo e solubilidade. Também serdo confeccionados
espécimes retangulares (65 x 10 x 2,5mm), da mesma maneira que 0s circulares
(Figura 2), e estes seréo utilizados para a avaliagdo de resisténcia flexural. Apos
confecgdo, os espécimes de resina acrilica permanecerdo 48h em agua destilada
deionizada estéril para liberacdo do mondmero residual. Para mimetizar as
condicdes de uso do material reembasador, os espécimes de condicionadores
serdo fixados sobre bases de resina acrilica. Visando simular a textura de uma
base acrilica de protese total ou prétese parcial removivel quando de seu uso
clinico (PEREIRA-CENCI et al., 2007), os espécimes de resina acrilica e
reembasador permanente receberdo acabamento e polimento da forma
convencional e os confeccionados com o condicionador tecidual temporario
receberdo somente acabamento. Estes espécimes serdo desinfetados por banho

ultrassonico por 30min antes do ensaio de biofilme.
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Figura 1. llustracdo esquematica da matriz de Teflon utilizada para o preparo dos

corpos de prova circulares

Figura 2. llustracdo esquematica da matriz de Teflon utilizada para o preparo dos

corpos de prova retangulares

5.3 Microscopia eletrénica de varredura

Os espécimes serdo montados em stubs de aco inox e levados a metalizador
onde receberdo uma camada de 100 angstron de ouro. Os stubs com os espécimes
metalizados serdo analisados em Microscopio Eletrbnico de Varredura quanto a

topografia de superficie.

5.4 Rugosidade de superficie

A rugosidade de superficie de cada espécime sera mensurada com
rugosimetro (Surfcorder SE 1200, Kosakalabs.,Tokyo, Japan) de resolu¢dao 0,01um,
em temperatura ambiente. De modo a abranger toda superficie de cada espécime,

trés mensuracdes serao realizadas em diferentes locais e a média aritmética sera o
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valor de rugosidade de superficie para o referido espécime (VERRAN; MARYAN,
1997).

5.5 Resisténcia flexural e resisténcia ao impacto

O teste de resisténcia flexural serd realizado utilizando uma maquina de
ensaios universal (Emic DL500, S&o José dos Pinhais, PR) através de um teste de
carga de 3 pontos com uma célula de carga de 1000kgf e velocidade de 5mm/min.
Sera aplicada uma forca compressiva perpendicular ao centro do espécime, até que
haja deflexédo e fratura, segundo os parametros da ISO 10477 (ISO, 1998). O valor
de carga maximo serd registrado com seu respectivo gréfico, através do software do

equipamento.

5.6 Testes de sorc¢éao e solubilidade

Para avaliacdo dasorcédo (Sg) e solubilidade (S,.) dos materiais, dez
espécimes cilindricos (15mm diametro x 1mm espessura) de cada material serdo
obtidos. As dimensdes de cada amostra serdo mensuradas utilizando paquimetro
digital e o volume (V) sera calculado. Os espécimes serdo entdo individualmente
armazenados a seco a 37°C e repetidamente pesados a cada 24h em balanca
analitica digital (AUW220D; Shimadzu, Téquio, Japéo), com precisdo de 0,01mg, até
gue uma massa constante (m;) seja obtida. A seguir, 0os espécimes serao
armazenados em saliva artificial a 37°C. Apds sete dias, 0s espécimes serdo
removidos da estufa, a agua da superficie dos mesmos removida com papel
absorvente, e os espécimes pesados novamente para obtencdo da m,. As amostras
retornardo entdo ao dissecador e os procedimentos de pesagem recomecardo, até
que uma massa constante seja novamente obtida (m3). A sor¢do de agua (Sg) € a

solubilidade (S,), registradas em mm?, serdo calculadas utilizando as férmulas:
Sr=(mz—m3)/V St=(mMmi—-m3)/V
5.7 Formacao de biofilme (Figura 3)

Para a formag&o de biofilme, serdo formados biofilmes em placas de micro-

pocos sobre discos dos materiais descritos acima, tendo como inéculo saliva de 2
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voluntarios adultos, 1 saudavel, mas com a presenca de Candida a ser verificada
através de screening, e 1 com candidiase, verificada através de andlise clinica e
confirmada por analise patolégica. Os biofilmes serdo crescidos por 4 dias sobre 2
discos para cada saliva/tipo de material (n=6), sendo que 3 experimentos
independentes serdo realizados para cada combinacdo tipo de saliva/ tipo de
material. Os fatores em estudo serdo tipos de saliva, tipos de material e
concentragdes de triazina. Os biofilmes serdo formados independentemente sobre
os discos, os quais serdo individualizados nos pocos das placas (cada placa com 24
pocos). O meio de cultura a ser utilizado sera o DMM (meio definido enriquecido com
mucina) (WONG; SISSONS, 2001), suplementado com 0,15% de sacarose
(FILOCHE; SOMA; SISSONS, 2007). A metodologia adotada para indculo e
crescimento dos biofilmes € a mesma descrita por Filoche et al. (FILOCHE; SOMA;
SISSONS, 2007). Inicialmente, + 40mL de saliva estimulada por filme de parafina
(Parafilm “M"®, American National CanTM, Chicago, lllinois, EUA) ser& coletada de
cada voluntario, o qual se abstera de higiene bucal por 24h antes da coleta. A saliva
obtida seré filtrada em |a de vidro estéril e coletada em recipiente estéril, onde sera
homogeneizada em vortex (FILOCHE; SOMA; SISSONS, 2007). Dessa saliva
preparada, 1000pL serdo inoculados sobre cada disco em cada um dos pogos e
incubados a 37°C. Apds 1h, essa saliva sera gentilmente aspirada da base dos
pocos, e entdo o meio de cultura (DMM) seré adicionado, 1,8mL em cada poco. As
placas de micro-pocos serdo incubadas em anaerobiose (80% N,, 10% CO, e 10%
H,). O meio de cultura sera substituido diariamente. Apés 4 dias, os discos serao
removidos dos pogos, com pinca estéril, as células ndo aderidas serdo removidas
gentilmente por lavagem com solucdo salina estéril (2mL) (THURNHEER et al.,
2003), e entdo os discos serdo colocados em tubo contendo 1mL de salina estéril, e
entdo sonicados (Sonicador UNIQUE, Indaiatuba, SP, Brasil), com poténcia de 30W,
amplitude de 5%, com 3 pulsos de 10s cada, para obtencdo do biofilme em
suspensao homogénea. Em seguida, as suspensdes de biofilme serdo diluidas
serialmente para contagem de microrganismos totais, estreptococos totais e
Candida (CENCI, 2008; TENUTA ET AL., 2006). As suspensdes serao diluidas em
solucdo salina estéril em séries de até 1:107 e imediatamente inoculadas em
duplicata nos seguintes meios de cultura: agar sangue, para quantificacdo de
microrganismos totais; agar mitis salivarius, para estreptococos totais e CHROMagar

Candida para quantificacéo e diferenciacao presuntiva de espécies de Candida.
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Figura 3. llustracdo esquematica do ensaio in vitro de biofiilme de microcosmos.
A.Inoculacédo com saliva nos espécimes individualizados nas placas de micro-pocos
durante 1h, sendo as placas incubadas a 37°C; B. Aspiracdo do in6culo e adicdo do
meio (DMM + 0,15% sacarose; 1,8mL) C.Incubacdo das placas em anaerobiose a
37°C e renovacédo dos meios a cada 24h; D.Sonicacdo das amostras no 4° dia para
homogeneizacdo e realizacdo de analises no biofilme (quantificagdo através de
diluicdo e plaqueamento em meios especificos). (Modificado de van de Sande, FHL).



31

CONTAGEM

A semeadura das suspensfes do biofiime de microcosmos sera feita em
CHROMagar Candida para contagem das espécies de Candida, em agar sangue
para contagem dos microrganismos totais e em agar mitis salivarius para contagem
de estreptococos totais. A contagem das unidades formadoras de coldnia sera feita

atraves de lupa estereoscopica.

ANALISE ESTATISTICA

Apbs a obtencao dos resultados, os mesmos serao tabulados e submetidos a
analise exploratoria dos dados. A escolha do teste estatistico a ser utilizado
dependera da homogeneidade dos resultados. O nivel de significancia de 5% sera

utilizado nas andlises.
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ORCAMENTO

Os materiais e equipamentos a serem utilizados neste trabalho estado detalhados nas
Tabelas 1 e 2.

Tabela 1: Materiais

Produto Fabricante
Meio de Cultura CHROMagar Candida MERCK
Meio de cultura Blood Agar base MERCK
Meio de Cultura Agar Mitis Salivarius DIFCO
Pipetas graduadas descartaveis
Eppendorfs Axygen
CoeSoft GC America
Kooliner GC America
SoftConfort Dentisply
Resina acrilica para micro-ondas Classico
Reagentes para confec¢cdo de DMM, saliva artificial
Anaerobac ¢/ 10 Probac
Placa p/ cultura de tecidos fundo chato ¢/ tampa TPP
estéril 24 pocos
Placa de petri descartavel 90 x 15mm c/ 10 J.Prolab
Swab
Mufla para acrilizagdo em micro-ondas DEFAMA

Filtro Millex GV 0,22um 25mm ¢/ 25

Pipetas graduadas descartaveis

Ponteira cor amarela 20 a 200l pct. ¢/ 1000
Ponteira cor natural 20 a 300ul pct. ¢/ 1000
Ponteira cor azul 100 a 1000ul pct. ¢/ 1000

Millipore JBR610021

Axygen T200Y
Axygen T350-C
Axygen T1000-B

Rack ¢/ 96 ponteiras 0,5 a 10ul Axygen
Rack ¢/ 96 ponteiras 20 a 200l Axygen
Rack c/ 96 ponteiras 20 a 300pl Axygen
Rack ¢/ 96 ponteiras 100 a 1000l Axygen

Valor total em reais

R$ 12.000,00
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Tabela 2: Equipamentos*

Equipamento Fabricante
Mufla Metalica Dental Kaminski
Vibrador para Gesso Dental Kaminski

Agitador magnético c/ | mod. 752A
aguecimento

*Os equipamentos encontram-se disponiveis na

Faculdade de Odontologia.

Fontes de financiamento

Auxilio Recém-Doutor — ARD FAPERGS (R$ 6.912,00); recursos dos pesquisadores



CRONOGRAMA

As etapas de execucédo do presente estudo seréo:

Levantamento bibliografico inicial;

Redacao do projeto;

Envio para o Comité de Etica em Pesquisa;
Selegéo e screening de pacientes;

Definicdo da metodologia e teste de equipamentos;
Execucéo dos testes pilotos

Execucao dos testes experimentais;

Recolhimento e analise estatistica dos resultados obtidos;

© 0 N o g~ wDdhPRE

Levantamento bibliogréafico adicional;
10.Redacéo de relatorios, dissertacéo e artigo para publicacao;
11.Divulgacao em congressos e/ou seminarios;

12.Defesa de Tese.

O cronograma de execucdo das etapas esta detalhado na Tabela abaixo:

Tabela: Cronograma de execucao das etapas
2009

Jan |Fev |Mar |Abr |Mai|[Jun |Jul |Ago |[Set|Out [Nov |Dez

1 1 1,211,2,3|1 4 4 |45 |456]6

2010

Jan |Fev |Mar |Abr|Mai|Jun |Jul |Ago |Set|Out [Nov |Dez

9 7 7 7,8 |8 8,9 9,10]9,10 |11 |9,10 (9,10 |9,10

2011

Jan |Fev | Mar | Abr | Mai | Jun Jul | Ago | Set|Out |Nov |Dez

9,1019,10 (12 |- - - - - - - - -




3 Relatério de Campo

3.1 Aspectos éticos

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Pelotas (FO-UFPel/ RS) sob
parecer n° 099/2009. Os voluntarios assinaram um termo de consentimento livre e

esclarecido, a fim de autorizar sua participacdo no estudo (Apéndices).

3.2 Condic¢des gerais

O modelo de biofilme in vitro descrito por Filoche et al. (FILOCHE; SOMA;
SISSONS, 2007) foi utilizado com modificacées. O estudo foi completamente cego e
aleatorizado. Os biofiimes foram formados independentemente em placas de 24
micro-poc¢os (TPP - Techno Plastic Products, Trasadingen, SU) sobre discos de
resina acrilica de micro-ondas e reembasadores protéticos, tendo como indculo
saliva humana de 2 voluntarios para obtencdo de microcosmos. Foi utilizado um
meio de crescimento analogo a saliva - meio definido enriquecido com mucina
(DMM) (WONG; SISSONS, 2001). A confeccdo do meio de cultura foi realizada com
componentes da marca Sigma (Sigma Chemical Co.,St Louis, Montana, EUA),

exceto pelos sais (Vetec Quimica Fina Ltda., Duque de Caxias, RJ).

3.3 Estudos Piloto
3.3.1 Piloto

Foram confeccionados 4 espécimes de cada material para realizagcdo do
piloto. Os biofilmes foram crescidos por 4 dias, em duplicatas para cada condi¢ao
avaliada, saliva/tipo de material. Um meio definido enriquecido com mucina (DMM)
foi empregado (WONG; SISSONS, 2001), suplementado com 0,15% de sacarose
(FILOCHE; SOMA; SISSONS, 2007). Foram utilizados 1,8mL do meio de cultura e
este foi substituido diariamente. As placas de micro-pocos foram incubadas em
anaerobiose (80% N, 10% CO, e 10% H,) e no 3° dia, observou-se a contaminacao
do meio DMM, provavelmente por fungos, sendo necessario descarta-lo e realizar

um novo piloto. Neste, da mesma forma que no anterior, os biofilmes foram
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crescidos independentemente por 4 dias em duplicatas, sendo que no total 68
biofilmes foram formados, sendo 4 destes controles de contaminacdo do meio de
cultura. Foi realizada andlise da composi¢cdo microbioldgica do biofilme (diluicdo e

plagueamento), seguido de contagem (CFU).

3.4 Rotinas laboratoriais

3.4.1 Coleta e processamento da saliva

Foi realizada a coleta de saliva estimulada por filme de parafina (Parafilm
“M"®, American National CanTM, Chicago, lllinois, EUA) de dois voluntarios adultos,
sendo um saudavel (J.C.S.) e outro com candidiase (A.A.P.), que ndo haviam estado
sob terapia antibiética nos 3 meses que antecederam o experimento e conforme
critérios de inclusdo e exclusdo previamente descritos no projeto. Os doadores
suspenderam a higiene oral por 24h previamente as coletas, que foram realizadas
no periodo matutino (em jejum). A saliva era depositada em um coletor graduado
estéril e transportada em gelo ao Laboratorio de Microbiologia (FO-UFPel). A saliva
de cada voluntério foi homogeneizada em vortex e imediatamente utilizada como
indculo. Para cada experimento, as coletas de saliva foram realizadas no momento

de sua utilizacao.

3.4.2 Protocolo de obtencéo e crescimento dos biofilmes

A saliva foi inoculada sobre os espécimes de resina acrilica de micro-ondas e
reembasadores protéticos em placas de micro-pocos (24 pog¢os), em um volume de
1000puL por pogo. Apds 1h em repouso, a saliva foi delicadamente aspirada da base
dos pocos, e 1,8mL de saliva artificial - meio DMM (com 0,15% de sacarose) - foi
adicionado em cada micro-poco e, entdo as placas foram incubadas em condicao
atmosférica de anaerobiose (5-10% COz2 e menos que 1% O2) em jarras (Probac do
Brasil produtos Bacterioldégicos Ltda., Santa Cecilia, SP) com geradores de
anaerobiose (Anaerobac - Probac) sob temperatura controlada (37°C). O meio
(DMM) foi renovado diariamente. Apds os 4 dias, os espécimes foram removidos dos
pocos com pinca estéril, e os microrganismos ndo aderidos foram removidos
gentilmente por lavagem com solucdo salina estéril (2mL) (THURNHEER et al.,

2003) , os discos foram colocados em tubo contendo 1mL de salina estéril, e entdo
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sonicados (Sonicador UNIQUE, Indaiatuba, SP, Brasil) com poténcia de 30W,
amplitude de 5%, com 3 pulsos de 10s cada, para obtencdo do biofilme em
suspensdao homogénea. Em seguida, as suspensfes de biofiime foram diluidas
serialmente para contagem de microrganismos totais, estreptococos totais e
espécies de Candida (CENCI, 2008; TENUTA et al., 2006). As suspensdes foram
diluidas em solucdo salina estérii em séries de até 1:107 e imediatamente
inoculadas em duplicata nos seguintes meios de cultura: agar sangue, para
quantificacdo de microrganismos totais; agar mitissalivarius, para estreptococos
totais e CHROMagar Candida para quantificacdo e diferenciacdo presuntiva de

espécies de Candida.

3.5 Alteracdes no projeto original

3.5.1 Dificuldades encontradas

Em virtude do tempo despendido na adequacdo do Laboratério de
Microbiologia e obtencédo e/ou utilizacdo de equipamentos necessarios a pesquisa
no projeto inicialmente proposto, 0 cronograma previsto para inicio dos experimentos
foi alterado. Desta forma, a avaliacdo da topografia de superficie através da
microscopia eletrénica de varredura foi descartada e a analise da rugosidade de

superficie dos materiais testados foi realizada com atraso.
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Abstract

Objective: The aim of this study was to assess the effect of triazine incorporation on
acrylic resin and denture liners physico-mechanical properties and on biofilm
formation of saliva derived microcosms of patients with or without candidiasis.
Design: Biofilms were formed on microwave-cured acrylic resin (Onda-Cryl®), one
hard denture liner (Kooliner®) and two soft denture liners (CoeSoft® and SoftConfort®)
containing 0, 2.5, 5 and 10% triazine. Effects were assessed by water sorption and
solubility, flexural strength and surface roughness of the specimens and colony-
forming unit (CFU) counts of the biofilms.

Results: Flexural strength and surface roughness of the materials remained the same
after the addition of triazine (p>0.05), although all denture liners presented higher
surface roughness compared with acrylic resin, with SoftConfort in general
presenting the highest roughness (p<0.001). In general, the addition of 5 and 10%
triazine leaded to more soluble materials, with the greatest water sorption in
SoftConfort (p<0.001), while in acrylic resin and hard denture liner there was
decreased water sorption (p<0.001 and p<0.014, respectively). Saliva donor with
candidiasis resulted in higher counts of total micro-organisms (p=0.0294) and
streptococci (p=0.0008). Soft denture liners showed the highest counts for total
micro-organisms and streptococci (p<0.001). Higher Candida counts were recovered
from CoeSoft from patients with and without candidiasis.

Conclusion: Mechanical tests showed that the addition of triazine in concentrations
higher than 2.5% result in materials with inferior mechanical properties. The addition
of triazine added directly to denture materials was not beneficial in reducing the
adhesion of Candida in a complex biofilm model.

Keywords: candidiasis, acrylic resin, denture liners, biofilm, triazine
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1. Introduction

Candida albicans is accepted as the main pathogen responsible for the
development of denture stomatitis, which is one of the most common infections in the
oral environment.>? Poorly fitting dentures and continuous denture wearing, the use
of denture liners and poor oral hygiene facilitate denture plaque formation and
therefore are the most frequent local causes of this opportunistic infection.™? In this
context, it is particularly important to consider the factors governing Candida biofilm
formation, especially in relation to substratum, interactions with other micro-
organisms and host characteristics. Hence, it is clear that data on the role of these
features related to the onset of the disease are still needed.

On a given surface, the formation of multi-species biofilms improves the chances
of survival for all the constituents in the oral environment and may be the first step for
fungi colonisation leading to an infectious process.>® As a result, Candida species
may adhere directly or via a layer of denture plaque to the denture base materials.®’
Nevertheless, little is known on the effect of different surfaces on the interactions
among Candida species and other oral micro-organisms, including surfaces
containing antimicrobials, such as several soft and hard denture liners. The use of
denture liners is advantageous in many clinical situations and has increased in recent
years. However, one of the problems directly associated to these materials is still the
biofilm accumulation and Candida colonization.

Despite extensive investigations on bacterial biofilms, the development of
complex biofilms, and various factors affecting this process remain to be determined.
Only limited attention has been paid to the important interactions between yeasts,

substratum surfaces, oral bacteria and the differences between healthy and diseased
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patients.>® Therefore, reproducing in vivo-like biofilm models is essential to
understanding the nature of Candida biofilms and performing studies of biofilm
formation and antifungal drug resistance.*

In this context, considerable attention has been given to triazines and their
analogues due to their broad biological utility and their synthesis, being found in
natural and synthetic compounds®® The triazine structure is a heterocyclic ring,
analogous to the six-membered benzene ring but with three carbons replaced by
nitrogens. The three isomers of triazine are distinguished from each other by the
positions of their nitrogen atoms, and are referred to as 1,2,3-triazine, 1,2,4-triazine,

and 1,3,5-triazine.Some studies have shown that the triazine compounds possess

12 14
l, l,

potent antiviral activity,** antiprotozoal,*? anticancer,*® and antimalarial,** while some
of these compounds possess potent antimicrobial activity'> and antifungal activity
which could increase the effectiveness of other antifungal agents.*®

Thus, the aim of this study was to investigate whether the addition of triazine
to acrylic resin and denture liners can effectively reduce microbial adhesion and thus
decrease Candida counts using an in vivo-like biofilm model (microcosms). In
addition, we tested several mechanical properties of these materials in order to

confirm if triazine addition would not modify these materials characteristics and

mechanical properties.

2. Materials and Methods
Experimental Design

This in vitro study had a completely randomized and blinded design with
substratum type (acrylic resin or denture liners), triazine concentration (0, 2.5, 5 or

10%), and saliva (healthy or diseased — with candidiasis) as factors. The study was


http://en.wikipedia.org/wiki/Heterocyclic_ring
http://en.wikipedia.org/wiki/Benzene
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=1,2,3-triazine&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=1,2,4-triazine&action=edit&redlink=1
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approved by the Local Research and Ethics Committee (Protocol 099/2009). The oral
health of the patients was assessed, and all participants signed written informed
consent before being accepted into the study. Inclusion criteria included: adults (40-
70 years old), of both genders, with removable dentures (complete upper denture
and lower removable partial denture), normal salivary flow rate (0.3 — 0.5 mL/min),
good general and oral health, ability to comply with the experimental protocol, not
having used antibiotics during the 3 months prior to the study, and not using any
other type of intraoral device. The exclusion criteria eliminated patients not wearing
dentures, with poor hygiene conditions, diabetes or other systemic conditions that
predispose to candidiasis, or acute or chronic symptoms of temporomandibular
disorders. Two patients wearing removable dentures, one patient identified as
Candida carrier but healthy and the other with candidiasis were selected to
participate of this study. We used four commercially available materials, a
microwave-cured acrylic resin (Classico Artigos Odontolégicos Ltd., Sdo Paulo,
Brazil) and three denture liners (Kooliner and CoeSoft, GC America, Alsip, IL, USA;
SoftConfort, Dencril Comércio de Plasticos Ltd,Sdo Paulo, Brazil) to add different
concentrations of triazine, (1,3,5-Triacryloylhexahydro - 1,3,5-triazine 98%) (SIGMA-
ALDRICH). Surface roughness, flexural strength and water sorption and solubility
were evaluated to assess mechanical properties of the experimental materials (with
triazine). Discs of the materials were used as substrata, using 24-well polystyrene
tissue culture plates. Discs without saliva inoculums served as controls. Saliva-
derived biofilms were formed for 96 hours. After this period, discs with biofilms were
removed from the wells and CFU counts of total micro-organisms, total streptococci

and Candida species were calculated.



53

Preparation of specimens

Soft and hard denture liners (soft: CoeSoft and SoftConfort; hard: Kooliner)
and microwave-cured acrylic resin discs were prepared according to the
manufacturers specifications at room temperature (20 + 1.0°C and 50 + 5% relative
humidity), under aseptic conditions, using a Teflon mould (10.6mm in diameter and
1.5-2.0mm in thickness). A uniform surface was ensured by placing glass slides on
both sides of the mould and firmly fixing both ends, and separating the glass slides
after curing, after preparation.® To mimic the conditions of use of relining, specimens
of denture liners were fixed on acrylic resin bases. After preparation, the specimens
of acrylic resin remained 48h in distilled deionized water to release the residual
monomer. Aiming to simulate the texture of the internal surface of a denture,® acrylic
resin and Kooliner specimens were ground using progressively smoother aluminium
oxide papers (320-, 400-, and 600-grit) in a horizontal polisher. Discs were used
immediately. Ten discs were made for each of the mechanical tests (water sorption
and solubility, flexural strength and surface roughness). Experimental materials were
made in the same way, except that different concentrations of triazine were added
directly to the powder of these materials (2.5, 5 and 10% in weight). Rectangular
specimens (65 x 10 x 2.5mm) of acrylic resin were made for flexural strength test.
Flexural strength test

Flexural strength of acrylic resin (n=10) was determined using a three-point
bending testing device (Universal Testing Machine Emic DL500, Sdo José dos
Pinhais, Brazil) with a crosshead speed of 5mm/min and 1000Kgf load cell.
The flexural testing device consisted of a central loading plunger and 2 polished
cylindrical supports. The distance between the centers of the supports was 4mm.

The compressive force was applied perpendicular to the center of the specimens
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until a deviation of the load-deflection curve and the fracture of specimen occurred

yielding flexural strength (MPa).

Sorption and solubility tests

Disc-shaped specimens (n = 10), 15mm in diameter (D) and 2mm in height (h)
were prepared for each material. All specimens were stored in a desiccator at 37°C
with silica gel, and were weighed daily to verify mass stabilization (dry mass, ml),
which was represented by mass variations lower than 0.1mg in any 24h interval.
Thee specimens were stored in artificial saliva at 37°C for 7 days to obtain the mass
after saturation with saliva (m2). The specimens were then placed in the desiccators
again, at 37°C, and reweighed again until a constant dry mass (m3) was obtained.
Weighing was performed using an analytical balance with 0.01lmg accuracy
(AUW220D, Shimadzu, Tokyo, Japan). The volume (V) of each specimen was
calculated based on the following equation: V = TR?h, where R is the specimen
radius. Water sorption (WS) and solubility (SL), given in pg/mm, were calculated as
follows: WS = (m2 — m3)/V; SL = (m1 — m3)/V.
Surface roughness

Surface roughness (Ra) of the specimens was measured using a profilometer
(SJ 201; Mitutoyo, Tokyo, Japan) with a 0.01-mm resolution, calibrated with a cut-off
value of 0.8mm, 2.4mm of transverse length, and 0.5mm/s. Three readings were
made for each specimen, and a mean value was calculated.®’
Biofilm assays

Microcosm biofilms were initiated from stimulated human saliva of two healthy
and non-healthy (with candidiasis) donors who refrained from oral hygiene 24h prior

to saliva collection.'® Saliva collected were immediately used. Acrylic resin and
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denture liner previously prepared discs were transferred aseptically into sterile wells
(24-well tissue culture plates; Bio-one, Greiner, Frickenhausen, Germany) and
1000pL of fresh (homogenised) saliva was dispensed into each disc. After one hour
at room temperature, the saliva was aspirated, growth medium (1.8 mL) was added
and plates incubated in anaerobiosis. The microcosm biofilm model described by
Filoche et al. 2007*® was used.

The nutrient growth medium used for the experiments was a saliva analogue,
defined medium enriched with mucin (DMM). Standard growth medium used in this
experiment had a pH of 6.8 and contained pig gastric mucin (2.5 g/l), urea (1.0
mmol/l), salts (in mmol/l: CaCl,, 1.0; MgCl,, 0.2; KH,PO,, 3.5; K;HPO,, 1.5; NacCl
10.0; KCI 15.0; NH4CI 2.0), a basal mixture of amino acids based on salivary levels of
21 free amino acids, 17 vitamins and growth factors and ‘protein/peptide’ equivalent
amino acids to model the proteins in saliva, constructed to be equivalent to 5.0g/I
casein.’® The concentrations of the ‘protein/peptide’ equivalent amino acids were (in
mmol/l): alanine 1.95, arginine 1.30, asparagine 1.73, aspartic acid 1.52, cysteine
0.05, glutamic acid 5.41, glutamine 3.03, glycine 1.95, histidine 1.08, isoleucine 2.38,
leucine 3.68, lysine 3.03, methionine 1.08, phenylalanine 1.73, proline 3.68, serine
3.46, threonine 1.08, tryptophan 0.43, tyrosine 2.17, valine 2.38 with 0,15%
sucrose.?

The growth medium was replaced daily. Preceding replacements, plates were
gently shaken and discs were transferred to a new plate where new artificial saliva
medium was added. At the end of 4 days of biofilm accumulation, discs were
aseptically removed from the wells and washed by gentle insertion in a new well
containing 2 ml of sterilized saline solution for 2s to remove loosely adherent micro-

organisms. Discs were subsequently processed and sonicated at 30w with 3 pulses
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of 10 seconds in phosphate buffer saline (PSB). The suspensions were subsequently
serially diluted in PBS and 20ul samples were plated in duplicate on blood agar, mitis
salivarius agar and CHROMagar™ Candida. Plates were incubated at 37°C, under
anaerobic (blood agar and mitis salivarius agar) or aerobic (CHROMagar™ Candida)
conditions for 24-96h. Colony-forming units (CFU) were calculated using a
stereomicroscope, and the results were expressed in colony forming units per area
(disc surface area: 2.7 + 0.2cm?).

For every experiment the saliva was collected at the same time of day and the
volume limited to 50ml per collection period, such as to account for the circadian
rhythm in saliva composition.?* All biofilm assays were performed in duplicate in at
least three independent experiments on different days. Discs with DMM but without
saliva inoculums were also incubated to rule out possible contamination.

Statistical analysis

Statistical analyses were done using SAS software (SAS Institute Inc., version
9.0, Cary, N.C., USA) employing a significance level fixed at 5%. The null hypothesis
assumed no differences among saliva donor, material, and triazine concentration.
Data that violated the assumptions of equality of variances and normal distribution of
errors were transformed. Data of water sorption and solubility and flexural strength
were analyzed by one-way ANOVA and data of surface roughness by two-way
ANOVA, followed by all pairwise comparisons (Tukey’s method). For microbiological
analyses, total streptococci, total micro-organisms and Candida species were

analyzed by three-way ANOVA followed by Tukey test.
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3. Results

Table 1 shows mean and standard deviation for flexural strength. One-way
ANOVA did not show a statistically significant difference (p=0.059) in flexural strength
values for microwave-cured acrylic resin considering triazine concentrations. Table 2
presents the results for water sorption and solubility. In general, water solubility test
indicated that the addition of 5 and 10% triazine made materials more soluble
(p<0.001). For water sorption tests, the addition of triazine resulted in varying results.
CoeSoft did not show differences in water sorption (p>0.05) with the addition of
triazine. However, the addition of triazine in SoftConfort resulted in more water
sorption (p<0.001), whilst in acrylic resin and Kooliner, there was decreased water
sorption (p<0.001 and p<0.014, respectively). Table 3 shows the results for surface
roughness (Ra). Triazine addition did not result in surface roughness changes in
materials, although all denture liners presented higher surface roughness compared
with acrylic resin, with SoftConfort presenting the highest surface roughness in
general (p<0.001).

Table 4 shows the microbiological results (CFU counts.mm™) for total micro-
organisms, total streptococci and Candida species recovered from biofilm
considering saliva donors, triazine concentrations and materials tested. There were
statistical differences in total streptococci counts considering the different donors,
where higher counts could be observed in the saliva with candidiasis (p=0.0008).
Additionally, CoeSoft showed the highest numbers of total streptococci (p=0.009). No
statistical difference was found among triazine concentrations for total streptococci
(p>0.05). The same trend occurred for total micro-organisms, where saliva of
candidiasis donor showed higher counts of total micro-organisms (p=0.0294), whilst

CoeSoft was the material showing the highest counts of total micro-organisms
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(p=0.0005). Again, triazine addition did not result in decreased counts of total micro-
organisms (p>0.05). For Candida species, both donors presented the same counts of
Candida (p>0.05), and the only difference occurred for materials tested, with CoeSoft

showing higher counts of Candida (p<0.0001).

4. Discussion

Our study aimed to add triazine in different concentrations, to acrylic resin and
denture liners, using a microcosms biofilm model, being expected to decrease
adhesion of Candida. We used microcosm biofilms derived from human saliva in
order to simulate the human oral cavity. To the authors' knowledge this is the first
study to use saliva derived from healthy and diseased (with candidiasis) individuals
to test the effect of an antifungal added directly to materials used in prosthodontics.
We have used microcosms biofilm model as it mimics the oral cavity first using saliva
to grow biofilm and second because the growth medium is a saliva analogue. Unlike
other biofilms (single or dual-species), this model takes into account complex
interactions between saliva constituents, micro-organisms and substratum types, and
has been used previously to test different hypotheses.?*#

In addition, we also evaluated the physico-mechanical properties of the
materials used, as the incorporation of antimicrobial properties would be desirable,
but the new material should keep its original physico-mechanical properties. For this
aim, we decided to incorporate triazine directly to the powder of materials as it would
be a simple and low cost measure in clinical practice. However, our hypothesis was
rejected, since the addition of triazine in the acrylic resin and denture liners showed

no significant reduction in total micro-organisms, total streptococci or Candida

species.
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The specific comparison between saliva donors was important to show that
individuals that presents Candida in saliva but are healthy show differences in
microflora. Therefore, this model may be used in future researches to test
antimicrobials or to compare healthy and not healthy subjects. This finding is in
accordance to the knowledge that the mere presence of Candida in the oral
environment does not mean that the individual necessarily has or will develop

Candida-related pathologies,®?*

as it depends on a complex fungi-bacteria-host
interaction that modulates the host’'s response which may lead to inflammation.
Nevertheless, if a slight inflammation is not controlled and plaque accumulation
continues, this could have a detrimental impact on the patient's health. Moreover,
they contribute as a significant mass to the biofilm as a result of their large size when

compared with bacteria.?® This study is in agreement with others,?%°

showing that
the biofilm of prostheses is composed primarily of bacteria with a high prevalence of
micro-organisms and Streptococcus while the yeasts are a small part of the total
microbial flora.8%>?" Our results showed that Candida species constitutes less than
1% of the total micro-organisms found in the formed biofilm for both saliva donors.
Furthermore, higher counts of total micro-organisms and streptococci in our study
could evidence the shift from a commensal oral flora to a pathogenic flora?® and also
supporting the idea that long time of biofilm accumulation due to lack of hygiene
could be a predisposing factor to candidiasis development. The binding of these
micro-organisms with acrylic of dentures allows they serve as a reservoir for the
perpetuation of infection,?® and surface irregularities would increase the likelihood of
micro-organisms remaining on the surface. This is probably the reason why we have

found higher counts of micro-organisms in both soft denture liners, as they also

exhibited the highest surface roughness.
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Denture liners and acrylic resins are widely used in dental practice, although it
has been observed a frequent colonization and infection, for various Candida
species, especially of soft denture liners, despite these materials may possess
antifungal agents in their composition.>?”*° For instance, we have compared two soft
denture liners because one presented an antifungal. Still, no difference occurred with
the addition of triazine probably corroborating other studies showing that the

antifungal agent may be removed by the act of refreshing the growth medium.®*’

All materials were exposed to identical laboratory environments so that
responses could be compared. It was important to analyze the mechanical and
structural properties of new biomaterials or modified materials. The release of
antifungal agent is expected, but inferior properties of the material should not occur.
Our findings have shown that the addition of triazine resulted in more soluble
materials; however there was no change in roughness neither in flexural strength.
So, when evaluating the solubility of the materials tested, it was possible to observe
that the concentrations of 5% and 10% made the material more soluble. As to the
sorption, CoeSoft and SoftConfort were the two materials with higher values for
sorption, probably because in these materials plasticizers and other soluble materials
are leached into the water more easily and water is absorbed by the polymer, which
is consistent with other studies.® Thus, these properties have been tested to predict
clinical behavior and the longevity of the prosthetic materials, with ideal values
low.*? Besides, according to our data, no change occurred in flexural strength of
acrylic resin irrespective of the triazine concentration. This test is important to predict

33,34

their clinical performance upon loading, related to midline fracture, since

complete and removable dentures are subjected to repeated flexural forces.®
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Indeed, characteristics of materials, such as irregularities, porosity,
absorption,® can promote the adherence of biofilm on the surface materials, since
they are more protected against forces that tend to displace them in the early stages
of colonization.®"® Thus, despite the presence of antifungal agents in denture liners,
its higher roughness favors the entrapment of yeast, confirming the data from our
study, since in general, denture liners showed higher counts of micro-organisms and
Candida species and higher roughness. Moreover, the oral cavity is an environment
extremely rich in nutrients and may invalidate the inhibitory effect produced by the
antifungals released from the denture liners.>®* A possible reason for the release of
the antifungal agent of the denture liners do not have a beneficial effect on the
adhesion of the micro-organisms is the constant bathing in saliva in the mouth,*
facilitating candidal colonization of denture lining materials.** In general, both soft
denture liners showed a higher amount of Candida and total micro-organisms for all
triazine concentrations; however, microwave-cured acrylic resin and Kooliner
performed similarly, corroborating other studies® that also have shown greater

adherence of micro-organisms to soft denture liners.

In our study we could not establish a beneficial effect of adding triazine,
regardless of the concentrations added to different materials tested to decrease
micro-organisms counts. It is important to highlight that our results does not rule out
the possibility of using triazine. One of the limitations of our study was that we only
used four materials and the biofilm although mature, was formed for 4 days only.
However, the development of materials already containing triazine could result in
different outcomes. Therefore it is necessary that more studies are conducted in
order to obtain a prosthetic material with ideal mechanical properties and a lasting

antimicrobial.
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Table 1. Flexural strength values according to substratum type and triazine
concentrations in MPa (mean + SD).

Control 2.5% 5% 10%
Flexural
436+ 17.6 A 39.0+11.0A 379+140A 29.0+x69A
Strength

Upper case letters indicate statistically different results (one-way ANOVA, p=0.059).

Table 2. Water sorption and solubility values according to substratum type and
triazine concentrations (mean + SD) for the tested materials in ug/mm? (mean + SD).

Solubility
Control 2.5% 5% 10%
CoeSoft 154+26a 19.5+45ab 22.2+55Db 46.4+54c
SoftConfort 8.4+1.7 a 185+2.7b 339+50¢c 63.5+8.6d
Acrylicresin 2.7+18a 08+3.7a 53+x26a 84+24Db
Kooliner 125+2.7a 13.7+ 2.4 ab 228+50c 41.4+54d
Sorption

CoeSoft 60.1+21.0a 504+84a 46.5+4.1a 549+7.1a
SoftConfort 41.6+6.6a 67.5+24.1b 56.4+10.1b 67.2+3.3b
Acrylicresin 13.6+15a 84+x14b 10.9+£0.8c 10.2+t1.1c
Kooliner 455+53a 37.8+x52Db 36.7 6.0 ab 43.0+4.6b

Different letters represent statistically significant values among triazine
concentrations within the same material (one-way ANOVA and Tukey test, p<0.05).

Table 3. Surface roughness (Ra — ym) according to substratum type and triazine
concentrations (mean + SD).

Control — 0% 2.5% 5.0% 10%

CoeSoft 1.3+05aAD 16+0.3aA 14+04aA 1.7+0.6aAB
SoftConfort 1.9+0.7abBD 1.7+0.6aAB 24+0.7aB 3.6+1.2bD
Acrylicresin 1.2+0.6aAD 09+02aC 09+03aC 1.2x+04aAC
Kooliner 22+0.4aB 22+04aAB 18+04aAB 22+05aB

Different lower case letters represent statistically significant differences among
triazine concentrations within the same material and upper case letters indicate
statistically different results among materials (two-way ANOVA and Tukey test,
p<0.05).
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Table 4 — Total micro-organisms, total streptococci and Candida species counts according to saliva donors, materials and triazine
concentrations (mean + SE). *Indicates differences between salivas; Upper case letters represents differences among materials.
Total streptococci (CFU x 10°  Total microorganisms (CFU x 10" Candida species (CFU x 10%)

Material % triazine Healthy Candidiasis Healthy Candidiasis Healthy Candidiasis
Acrylic Control 1,53+0,94 0,37+0,15* 0,63+0,47 6,61+5,34* 0,0+0,0 0,0+0,0
resin

2.5% 2,24+1,06 0,21+0,15* 1,31+0,94 0,43+0,11* 0,0+0,0 0,2+0,2
A

5% 0,47+0,13 0,07+0,02* 2,55+1,6 0,66+0,21* 0,0£0,0 0,240,2

10% 0,57+0,28 0,98+0,50* 0,74+0,45 0,66+0,29* 0,0+0,0 0,0+0,0
Soft Control 8,7316,36 1,30+0,91* 0,24+0,11 2,52+1,34* 0,0+0,0 0,0£0,0
Confort

2 50 5,26+4,50 2,81+2,01* 1,2+0,73 0,59+0,21* 0,0+0,0 4,2+3,5
A .

5% 0,23+0,06 0,31+0,22* 0,66+0,29 4,04+2,25* 0,0+0,0 2,1+2,1

10% 0,26+0,15 0,20+0,09* 1,8+1,6 0,31+0,17* 0,0+0,0 0,0£0,0
Coe Soft  Control 7,73+2,88 0,63+0,09* 4+1,5 8,57+2,04* 2,4+1.5 8,2+5,1

2.5% 3,80+1,34 3,76+1,97* 2,1+1,2 15,8+9,56* 2,8+1,9 1,1+0,8
B 5% 2,96+1,83 2,49+0,74* 1,1+0,37 4,74+0,89* 5,910,5 3,7+1,8

10% 2,24+1,22 0,59+0,22* 0,91+0,72 0,82+0,22* 2,241,3 16,3+8,9
Kooliner  Control 5,45+2,61 0,35+0,14* 1,7£1,3 3,13+1,14* 0,5+0,5 0,6+0,6

2.5% 3,37+2,61 0,48+0,18* 2,3+1,2 2,41+1,23* 0,3+0,3 0,0+0,0
A 5% 29,1+26,5 0,49+0,28* 3,5+1,4 1,86+1,12* 1,3+1,3 0,8+0,8

10% 3,93+1,08 0,69+0,18* 2,9+1,6 1,04+0,16* 0,0+0,0 0,6+0,6




5 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permitem inferir que:

e A adico de triazina aos materiais testados independentemente da sua
concentracao nédo foi benéfica em reduzir a aderéncia de Candida.

e A adicdo de triazina diretamente aos reembasadores e resina acrilica
modificou suas propriedades mecanicas, especialmente nas

concentracdes de 5 e 10%.
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APENDICE 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

LA NG
(25 UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS (251

FACULDADE DE ODONTOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esté convidado a participar, como voluntério, em uma pesquisa. Apos ser
esclarecido sobre as informacgdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo,
assine ao final deste documento, que est4 em duas vias. Uma delas é sua e a outra
€ das pesquisadoras responsaveis. Alertamos que nao existem riscos envolvidos
neste estudo e em caso de recusa vocé ndo sera penalizado de forma alguma.
Esclarecemos que a participacdo é decorrente de sua livre decisdo, apos receber
todas as informacdes que julgar necessérias, e que podera ser a qualquer tempo,
retirada.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Efeito da triazina nas propriedades mecéanicas e formacéao de

biofilme em resina acrilica e reembasadores de protese.

Pesquisadores patrticipantes: Aline Pinheiro de Moraes

Pesquisadora responsavel: Profa. Dra. Tatiana Pereira Cenci

Prezado paciente, nossa pesquisa tem como objetivo principal avaliar sua
saude bucal, pricipalmente em relacdo a presenca de Candida e a influéncia deste
fungo na formacédo de biofilme, ou seja placa bacteriana. Para isso, sera realizada
coleta de biofilme da sua mucosa oral e préteses utilizando um swab esterelizado,
gue é semelhante a um grande cotonete e coleta de sua saliva. A coleta do material
guanto sera realizada na Faculdade de Odontologia. Sera preservada a identidade e
os resultados individuais ndo serdo divulgados. A tua participacdo é de extrema
importancia para que possamos estabelecer medidas preventivas a essa

colonizacéo.

Telefone para contato: 81114509 / 32226690 R. 162
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A APENDICE 2 WA
(LXTN\Z (LXTN\Z
: UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS :

FACULDADE DE ODONTOLOGIA

CONSENTIMENTO DA PARTICII?AQAO DA PESSOA COMO SUJEITO E
RESPONSAVEL LEGAL

Eu,

RG/CI , abaixo assinado, concordo em participar do

estudo para avaliar a saude bucal, pricipalmente em relacdo a presenca de Candida e a
influéncia deste fungo na formacéo de biofilme, ou seja placa bacteriana. Fui devidamente
informado e esclarecido sobre a pesquisa, e 0os procedimentos nela envolvidos, assim como
0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que
posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer

penalidade ou interrup¢do do acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Pelotas, de de 2010.

Assinatura
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MINISTERIO DA EDUCACAQ
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PELOTAS, 12 de junho de 2009.

PARECER N* 0992009

O projeto de pesquisa intitulado AVALIACAO DE CANDIDA EM PACIENTES
USUARIOS DE PROTESE TOTAL SAUDAVEIS E NAO SAUDAVEIS E SEUS
EFEITOS NA FORMACAO DO BIOFILME esti constituido de forma adequada,
cumprindo, na suas plenitudes preceitos éticos estabelecidos por este Comité e pela
legislagdo vigente, recebendo, portanto, PARECER FAVORAVEL i sua execu¢iio.

A/ L
SV lann 4
Prof °. Marcos Antonio Torriani
Coordenador do CEP/FO/UFPel
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