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RESUMO 

Dos Santos RLO. Estudo da eficiência antifúngica do biocida poli(cloreto de 
dialildimetilamônio) incluído em resinas acrílicas a base de polimetilmetacrilato 
[tese]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 
2020. Versão Corrigida.

A resina acrílica é usada em larga escala nos mais diversos setores inclusive na 

odontologia. Apesar dessa difusão, esse material sofre um problema sério frente a 

adesão de microrganismos em sua superfície. Visando isso, o presente trabalho 

elaborou um biomaterial baseado na incorporação do biocida Poli (cloreto de 

dialildimetilamônio) (PDADMAC) na massa de resinas acrílicas auto e 

termopolimerizável, avaliou suas propriedades antifúngicas e citotoxicidade. O 

PDADMAC foi incorporado nas resinas acrílicas e sua atividade antifúngica foi 

testada frente aos fungos Candida albicans (ATCC 10231) e Aspergillus niger 

(ATCC 16404) seguindo os protocolos padrão G21-15 e E2149-13. Além disso, 

cepas isoladas da mucosa oral de pacientes sem doenças sistêmicas foram 

identificadas e a partir disso foram realizados os estudos de protease e de potencial 

antifúngico frente a essas cepas. Foram realizados também os testes de 

citotoxidade utilizando o ensaio de redução de MTT em células-tronco de polpa 

dentária cultivadas em contato com meio de cultura condicionado pelas resinas. Os 

resultados demostraram que ambas as resinas com PDADMAC exibiram eficácia 

significativa contra Candida albicans. Já com relação ao fungo Aspergillus niger, 

ficou evidente que esse material possui apenas eficácia fungistática. Com relação às 

cepas isoladas da mucosa oral de pacientes sem doenças sistêmicas, foi observado 

que a Candida albicans foi a mais prevalente e que independente da produção de 

protease produzidas por essas cepas as resinas acrescidas de PDADMAC são 

eficazes.  Nos exames de citotoxidade a adição do biocida nas resinas não afetou a 

viabilidade celular quando comparada às células cultivadas em condições ideais. 

Portanto, conclui-se que a incorporação de PDADMAC nas resinas acrílicas foi 

determinante para alcançar o efeito antifúngico desejado, mantendo a 

biocompatibilidade. Este estudo encontrou resultados promissores para o uso futuro 

deste biocida em materiais odontológicos. 

Palavras-chave: Resinas acrílicas. Poli (cloreto de dialildimetilamio). Biocida, 

Antifúngicos. Materiais dentários. 



 
 

  



ABSTRACT 

Dos Santos RLO. Study of the antifungal efficiency of the 
poly(diallyldimethylammonium chloride) biocide included in polymethylmethacrylate 
acrylic resins [thesis]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade 
de Odontologia; 2020. Versão Corrigida.

Acrylic resin is used on a large scale in the most diverse sectors including dentistry. 

Despite this diffusion, this material suffers a serious problem due to the adhesion of 

microorganisms on its surface. With this aim, the present study elaborated a 

biomaterial based on the incorporation of the biocide poly(diallyldimethylammonium 

chloride) (PDADMAC) in the mass of self and thermopolymerizable acrylic resins, 

and evaluated its antifungal and cytotoxic properties. PDADMAC was incorporated 

into acrylic resins and its antifungal activity was tested against the fungi Candida 

albicans (ATCC 10231) and Aspergillus niger (ATCC 16404), following the standard 

protocols G21-15 and E2149-13. In addition, strains isolated from the oral mucosa of 

patients without systemic diseases were identified and from that, protease and 

antifungal potential studies were performed against these strains. Cytotoxicity tests 

were also performed using the MTT reduction assay on dental pulp stem cells that 

were grown in contact with culture medium conditioned by resins. The results 

showed that both resins with PDADMAC exhibited significant efficacy against 

Candida albicans. Regarding the fungus Aspergillus niger, it was evident that this 

material has only fungistatic efficacy. Regarding strains isolated from the oral mucosa 

of patients without systemic diseases, we observed that Candida albicans was the 

most prevalent and that, regardless of the protease production made by these 

strains, resins with PDADMAC are effective. In cytotoxicity tests, the addition of 

biocide in resins did not affect cell viability when compared to cells grown under ideal 

conditions. Therefore, we concluded that the incorporation of PDADMAC in acrylic 

resins was decisive to achieve the desired antifungal effect, maintaining 

biocompatibility. This study found promising results for the future use of this biocide 

in dental materials. 

Keywords: Acrylic resins. Poly(diallyldimethylammonium chloride). Biocide. 

Antifungals. Dental materials. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

As resinas acrílicas a base de polimetilmetacrilato são polímeros usados na 

odontologia em diversas finalidades, dentre elas a confecção de próteses adquire 

certo destaque. Esse importante papel dentro da odontologia foi adquirido graças a 

sua biocompatibilidade, seu custo, sua maleabilidade e fácil uso (1,2).  

Essas resinas quando entram em contato com fluídos corpóreos sofrem 

desgastes, proliferação de microrganismos, perca da estética e algumas 

modificações no estado geral diminuindo assim sua longevidade em ótimas 

condições. (1,3,4,5). A proliferação de microrganismos, fungos e bactérias, 

compromete a estética protética e traz incomodo e inflamações na região onde o 

dispositivo foi instalado (Figura 1.1).  

 

 

Figura 1.1 - Paciente reabilitada com prótese facial com aparente proliferação microbiana. A: 
Proliferação microbiana na junção da prótese com a região glabelar. B: Proliferação 
microbiana por toda a extensão da prótese 

 

 

 

Fonte: O autor. 
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 Dentre as causas relacionadas à essa proliferação microbiana se destacam a 

falta de higiene dos pacientes, seu desgaste agregando ranhuras e a junção desses 

fatores. Com essa razão, periodicamente os pacientes buscam a troca ou reparo dos 

dispositivos confeccionados à base de resinas acrílicas (1,5). 

Uma das grandes questões da sociedade moderna é o controle das 

proliferações e infecções microbianas. Atualmente, essa abordagem está cada vez 

mais difícil graças à resistência adquirida por esses microrganismos. Por isso, 

alguns agentes antimicrobianos foram testados e os resultados são os mais variados 

(6,7,8). A presença desses agentes na superfície de alguns materiais é capaz de 

resolver questões importantes como a proliferação de microrganismos nos 

equipamentos para intubação, na desinfecção de utensílios domésticos, proliferação 

da variada microbiota criada nas próteses, entre outros (2,5,9,10).   

Para tanto, diferentes tipos de materiais podem atuar como matriz que 

alberga os agentes antimicrobianos. Porém, há a necessidade de analisar as 

características biológicas, físicas e químicas da matriz desses materiais, pois poderá 

haver uma grande influência sobre a atividade antimicrobiana definitiva (11).   

  Nessa tese foi utilizado o policloreto de dialildimetilamônio (PDADMAC), um 

agente que possui essa capacidade antimicrobiana inerente sendo usado no 

processo químico de purificação das águas. Já foi comprovado, em seu uso isolado, 

a eficácia contra os microrganismos Bacillus subtilis, Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Candida albicans, Aspergillus flavus e Fusarium oxysporum 

(11).   

Em função do exposto e da experiência anteriormente acumulada pelo autor, 

a presente tese avaliou a eficácia antifúngica do biocida PDADMAC, diluído em 

tetrahidrofurano (THF), quando incorporado a resinas acrílicas, termoativadas 

(TAAR) e autoativadas (CAAR). Além disso, avaliou-se a citotoxidade das resinas 

acrílicas acrescida do PDADMAC. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 RESINAS ACRÍLICAS À BASE DE POLIMETILMETACRILATO E SEU USO 

NA ODONTOLOGIA 

 

 

As resinas acrílicas a base de polimetilmetacrilato são materiais de estrutura 

orgânica, produzida de maneira sintética, sendo composta pelos elementos carbono, 

hidrogênio e compostos não metálicos. Sua morfologia se diferencia durante seu 

processo de polimerização sendo classificada em quatro diferentes fases: fibrosa, 

borrachóide, resinosa e rígida (12).  

Em meados do ano de 1930 as resinas à base de polimetilmetacrilato 

tornaram-se uma alternativa para confecção de dispositivos odontológicos (13). Esse 

material foi progredindo e seus atributos como a biocompatibildade, as propriedades 

térmicas adequadas, a estabilidade dimensional, o bom potencial de polimento, a 

estética agradável e o fácil manuseio o levaram a ganhar mais destaque na 

odontologia. Dentre suas aplicações na odontologia enfatiza-se a confecção de 

próteses bucais e faciais, placas para disfunções temporomandibulares, moldeiras 

individuais, próteses provisórias imediatas, placas obturadoras de palato, coroas 

provisórias, dentes artificiais, acrilização de aparelhos ortodônticos, confecção de 

próteses internas, próteses oculares, entre outros (1,14,15).  

Na odontologia, essencialmente existem dois tipos de resinas acrílicas de 

acordo com o processo de polimerização: as resinas acrílicas autoativadas e as 

resinas acrílicas termoativas. As resinas autoativadas têm sua polimerização ativada 

graças a um agente, normalmente uma amina terciária, e a resina termopolimerizada 

tem como ativador o calor. Esses ativadores, em suas respectivas resinas, quebram 

as moléculas de peróxido de benzoíla formando radicais livres se ligando ao 

monômero e essa reação se propaga até chegar à fase de terminação (15).  

Esse material, apesar de ser tão difundido na odontologia, está suscetível a 

modificação de temperatura, diferentes tensões e também presença de líquidos 

oriundos das mais diversas origens. Por esse material ser um compósito, esses 

fatores ocasionam diversos tipos de degradação do material (1,16,17,18). 
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Atualmente, as resinas acrílicas vêm sendo aprimoradas em suas 

características alcançando melhores propriedades e, consequentemente, uma 

melhor aplicabilidade durante seu uso (19,20).  

 

 

2.2 POLI(CLORETO DE DIALILDIMETILAMÔNIO) 

 

 

 O PDADMAC é um polímero hidrossolúvel bastante usado em purificação de 

águas (Figura 2.1). Graças às suas moléculas de sais de amônio quaternário esse 

composto apresenta ação biocida (21,22). 

 

 

Figura 2.1 - Estrutura química do policloreto de dialildimetilamônio 

 

 

Fonte: Turrer (2004, p. 39) (23) 

 

 

Existem diferentes mecanismos de ação desse biocida citados na literatura, 

porém o mecanismo mais aceito é a interação eletrostática entre a carga positiva do 

cátion amônio com as cargas negativas da membrana celular causando assim 

ruptura da membrana celular (23,24,25,26). 
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2.3 TETRAHIDROFURANO  

 

  

 O THF (Figura 2.2) é um composto orgânico heterocíclico volátil e graças ao 

seu hidrogênio dissociável é classificado como um solvente aprótico, capaz de 

dissolver componentes polares e apolares (27).  

 

 

Figura 2.2 - Estrutura química do tetrahidrofurano 

 

Fonte: Fontes (2009, p 15) (28) 

 

 

2.4 FUNGOS  

 

 

Os fungos foram considerados durante anos como seres vivos do reino 

Plantae, só a partir de 1969 foram classificados em um reino a parte, denominado 

Fungi. Essa mudança na classificação foi realizada graças a algumas características 

como não sintetizam clorofila, não armazenam amido, não fazem o processo de 

fotossíntese e sua grande maioria não apresenta celulose em sua parede celular 

(29). 

Esses seres vivos são eucariontes e tem a capacidade de se adaptar em 

diversos locais (29,30). Dentre eles destacaremos Candida albicans e Aspergillus 

niger. 
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2.4.1 Gênero Candida  

 

 

O gênero Candida é formado por cerca de 200 espécies e podem ser 

encontradas nas mais diversas partes do corpo humano (31). Shepherd em 1990 

(32) já destacava oito espécies de Candida graças a sua importância médica e 

odontológica, sendo elas:  

 

 Candida albicans 

 Candida tropicalis 

 Candida glabrata 

 Candida parapsilosis 

 Candida guilliermondii 

 Candida krusei 

 Candida pseudotropicallis 

 Candida stellatoidea 

 

Em 1995, com a inserção da biologia molecular, novas espécies de Candida 

foram identificadas e dentre elas a Candida dubliniensis (33).  

 

 

2.4.1.1 Candida albicans 

 

 

Entre as espécies que constituem esse gênero, a Candida albicans (Figura 

2.3) tem um papel de destaque graças a sua elavada prevalência em condições de 

normalidade e/ou de doença. É um fungo dimórfico, que se apresenta nas formas 

leveduriformes (blastoconídios) e filamentosas (pseudo-hifas e hifas verdadeiras). 

Além disso, sob condições de crescimento subótimas, nesse fungo pode ocorrer a 

formação de clamidósporos. Dessa forma, essa espécie tem a capacidade de se 

adaptar a diferentes nichos biológicos. Seu crescimento ocorre na temperatura de 

20°- 40° Celsius, em pH 2 – 8 e tem capacidade de desenvolver micoses cutâneas e 

sistêmicas (34). 
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Esse fungo pode apresentar características de colônia lisa, cremosa (Figura 

2.4), mucosa ou enrugada com coloração branca a amarelada, ou mesmo aspecto 

amarronzado em menor proporção (35). 

 

 

Figura 2.3 - Microscopia de Candida albicans ao exame direto 

 

 

 

Fonte: O autor. 

 

Figura 2.4 - Estrutura macroscópica da Candida albicans 

 

 

 

Fonte: O autor. 
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Esse fungo é um patógeno oportunista rotineiramente isolado das superfícies 

das mais diversas mucosas de indivíduos saudáveis. Porém, quando essa relação 

saudável é rompida há o desenvolvimento da uma infecção denominada candidíase. 

Essa infecção fúngica pode se apresentar de diversas formas, desde lesões 

superficiais até infecções disseminadas (36,37) 

Em mucosa oral essa infecção é dividida de acordo com a sua apresentação 

clínica como candidíase pseudomembranosa, candidíase eritematosa, candidíase 

crônica hiperplásica e candidíase mucocutânea (38) 

 

 

 

2.4.2 Aspergillus niger 

 

 

O Aspergillus niger foi descrito por Van Tieghen em 1867 e caraterizando-se 

por desenvolver colônias em menos de sete dias (Figura 2.5), apresentando no 

início aspecto de camurça branca ou amarelada, mas que rapidamente fica coberta 

por uma densa camada de cabeças conidiais negras (Figura 2.6) (39). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.5 - Aspergillus niger em ágar com extrato de malte 
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Fonte: O autor. 

 

 

Figura 2.6 - Aspergillus niger cultivado em ágar Sabouraud 

 

 

 

Fonte: O autor. 

 

 

Esse fungo é um agente etiológico secundário de otites bacterianas e é causa 

comum de doenças pulmonares em pacientes imunossuprimidos. O achado de 
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cristais de oxalato de cálcio em amostras microscópicas é clássico para infecção por 

Aspergilus niger e pode ser útil para fazer um diagnóstico, mesmo na ausência de 

conídios (40). 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

3.1 GERAL 

 

 

Verificar a eficiência antifúngica do biocida policloreto de dialildimetilamônio 

incluído em resina acrílica autopolimerizável e termopolimerizável. 

 

 

3.2 ESPECÍFICAS 

 

 

 3.2.1 Realizar testes antifúngicos frente às cepas padrões de ATCC 

estabelecido oriundas da micoteca do laboratório do grupo de pesquisa de leveduras 

patogênicas do CNPq. 

 3.2.2 Identificar 348 cepas oriundas da mucosa oral de pacientes sem 

comprometimentos sistêmicos mantidas em micoteca no laboratório do grupo de 

pesquisa de leveduras patogênicas do CNPq  

 3.2.3 Realizar testes para estabelecimento de fator de virulência nessas 

cepas e submeter cepas virulentas a testes antifúngicos com as resinas contendo 

biocida. 

 3.2.4 Realizar testes de citotoxidade dos materiais frente a células da papila 

dentária. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1 MATERIAIS 

 

 

Na referida pesquisa foram utilizados os materiais: 

 

 Resina à base de polimetilmetacrilato autopolimerizável (CAAR) e 

termopolimerizável (TAAR) da marca Clássico®.  

 Policloreto de dialildimetilamônio (PDADMAC) da SIGMA®. 

 Tetrahidrofurano (THF) da Synth®. 

 

 

Desses materiais foram confeccionados os corpos de prova de acordo com o 

protocolo de Dos Santos (2016) (41). 

Os fungos utilizados foram: 

 

 Fungos Candida albicans da Americam Type Culture Collection (ATCC) 

10231 e Aspergillus niger de ATCC 16404. 

 Fungos coletados da cavidade oral e micotecados no laboratório de leveduras 

patogênicas do laboratório CONTROLBIO. 

 

Os corpos de prova foram colocados frente aos fungos ATCC Candida 

albicans e Aspergillus niger de acordo com os protocolos G21-15 e o E2149-13 e 

frente as cepas de Candida albicans que estavam estocadas no laboratório de 

leveduras patogênicas do CNPq. 
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4.2 MÉTODOS  

 

 

4.2.1 Confecção dos corpos de prova 

 

 

Dos Santos em 2016 (41) realizou a inclusão do biocida policloreto de 

dialildimetilamônio durante manipulação das resinas acrílicas e obteve resultados 

satisfatórios e evidentes da sua inclusão. Seguindo o protocolo então criado pelo 

mesmo, foi utilizado o PDADMAC da Sigma® diluído no  solvente tetrahidrofurano 

da Synth® até chegar à concentração 4% em peso (wt) por 10 milimetros (ml). Essa 

solução foi aplicada durante a manipulação das resinas acrílicas da marca 

Clássico®, prensadas em muflas nº 6, pré-estabelecidas, com duas toneladas. Vale 

ressaltar que foram respeitadas todas as propriedades do fabricante.     

Para as resinas acrílicas autopolimerizáveis, foi esperado então o tempo de 

polimerização para sua desinclusão obtendo-se assim os corpos de prova (CP) 

(Figura 4.1). Os formatos dos corpos de prova variaram frente ao teste proposto.  

 

Figura 4.1 - Confecção dos CP de conformação quadrada. A: Adaptação da resina acrílica com o 
biocida na mufla. B: Prensagem em prensa hidráulica com duas toneladas. C: 
Acabamento dos CP pós desinclusão dos mesmos  

 

 

 

Fonte: O Autor. 
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 Para as resinas termopolimerizáveis foram realizados ciclos longos a baixa 

temperatura onde foram colocadas as muflas em água fria, numa polimerizadora 

com termostato. A regulagem da polimerizadora procedeu-se da seguinte maneira: 

• Aqueceu-se a água à temperatura de 60ºC mantendo-se durante 3 horas; 

• Decorridas as três horas, elevou-se a temperatura para 70ºC e mantendo-os 

por mais 9 horas; 

• Logo após esse tempo, desligou-se a polimerizadora e aguardou-se o 

resfriamento da água para desinclusão e posterior acabamento dos CP. 

 

A partir disso foram formados quatro grupos de CP:  

1. CAAR – Resina acrílica quimicamente ativada sem aditivo do biocida. 

2. CAAR+ - Resina acrílica quimicamente ativada com aditivo do biocida. 

3. TAAR – Resina acrílica termicamente ativada sem aditivo do biocida. 

4. TAAR+ - Resina acrílica termicamente ativada com aditivo do biocida. 

 

 

4.2.2 Esterilização com radiação Gama 

  

 

A radioesterilização é um método bastante difundido de esterilização e 

dispositivos médicos, produtos farmacêuticos e tecidos biológicos têm usufruído 

desse processo. Sua dose deve ser em média de 25 quiloGray  (kGy) (42, 43, 44). 

 Visando isso, os corpos de prova foram submetidos à radioesterilização 

utilizando radiação gama na dose de 25 kGy. Todo esse processo foi realizado no 

Instituto de Pesquisas em Energias Nucleares da Universidade de São Paulo sob 

supervisão daEngenheira Elizabeth Sebastiana Ribeiro Somessari. 

 

 

4.2.3 Testes antifúngicos 

 

 

4.2.3.1 Standard Practice for Determining Resistance of Synthetic Polymeric 

Materials to Fungi 
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 Foram realizados testes a partir da norma da American Society for Testing 

and Materials (ASTM) G21-15 (45) nomeada de “Standard Practice for Determining 

Resistance of Synthetic Polymeric Materials to Fungi”. O procedimento descrito 

nesta prática consiste na seleção de espécimes adequados para a determinação de 

propriedades pertinentes, onde no presente projeto constituiu a propriedade 

antifúngica. A norma se baseia na inoculação dos microrganismos adequados em 

placa de petri, exposição do inoculado, classificação para crescimento visual. 

 A partir disso, foi realizado o processo frente aos corpos de prova 

confeccionados onde o seu resultado variava em códigos de 0 à 4. Foram avaliados 

de acordo com o fungo inoculado em 7, 14 e 21 dias. Esse teste foi realizado em 

triplicata. 

 

 

4.2.3.2 Standard test method for determining the antimicrobial activity of 

immobilized antimicrobial agents under dynamic contact conditions 

 

 

 Foram realizados testes a partir da norma da ASTM E2149-13 (46) nomeada 

de “Standard test method for determining the antimicrobial activity of immobilized 

antimicrobial agents under dynamic contact conditions”. Essa norma se baseia na 

possibilidade de uma atividade antimicrobiana de um agente antimicrobiano ligado a 

um substrato, não lixiviante, onde haverá o contato direto do microrganismo com o 

agente químico ativo. A partir disso, este teste determina a atividade antimicrobiana 

da superfície do material submetido a suspensão bacteriana ou fúngica concentrada 

durante um tempo de contato de uma hora.  

A partir disso, a suspensão foi diluída em série antes e depois do contato e 

cultivada. O número de organismos viáveis, a partir da suspensão foi determinado e 

a percentagem de redução foi calculada comparando as recuperações a partir do 

controle apropriado. Esse teste foi realizado em triplicata. 
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4.2.4 Identificação das leveduras 

 

 

348 cepas de leveduras foram armazenadas no laboratório de leveduras 

patogênicas do CNPq após o processo de liofilização e congelamento a -20ºC, para 

preservação dessas amostras. Essas cepas foram utilizadas para provas de 

identificação. O repique foi realizado e foram deixadas 24 horas para seu 

crescimento em tubos de ensaio contendo Ágar Sabouraud Dextrose (ASD), 

incubadas a 25°C. 

 

 

4.2.4.1 Identificação das leveduras através dos métodos tradicionais 

 

 

As leveduras isoladas foram identificadas a partir dos seus aspectos macro e 

micromorfológicos, produção de tubos germinativos, pesquisa de clamidoconídios, e 

pela produção de enzima urease (29,47). 

 

 

4.2.4.1.1 Caracterização macromorfológica 

 

 

Os aspectos macromorfológicos das colônias isoladas foram analisados com 

relação a sua coloração, formato das bordas e textura. 

 

 

4.2.4.1.2 Caracterização micromorfológica 

 

 

Para a caracterização micromorfológica, foram realizados os métodos de 

coloração de GRAM, teste de tubo germinativo e pesquisa de clamidoconídio. 
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4.2.4.1.3 Coloração de GRAM 

 

 

Os esfregaços das amostras coletadas foram submetidos à coloração pelo 

método de GRAM com visualização microscópica na objetiva de 100x em óleo de 

imersão. As características microscópicas pesquisadas foram quanto à verificação 

da presença de célula leveduriforme, tipo de brotamento e presença ou não de 

micélio. 

 

 

4.2.4.1.4 Prova do tubo germinativo 

 

 

Este teste foi realizado com a finalidade de triar C. albicans e C. dubliniensis 

das demais leveduras. Para essa pesquisa, as amostras de leveduras foram 

cultivadas em ASD a 37°C por 48h. Uma alçada de cada amostra foi inoculada em 

tubos contendo 0,5 mL de soro fetal bovino (Cultilab®, Brasil), na escala 3 de Mc 

Farland. Esse é um procedimento rápido para a pesquisa de tubo germinativo. 

A leitura foi realizada a partir de uma alçada do conteúdo líquido acima 

descrito, colocando em lâmina de microscopia, sendo coberto por lamínula. Após um 

período de 1 a 3 horas, em estufa a 35ºC, foi observado ou não a formação dos 

tubos germinativos, com visualização em microscópico óptico na lente objetiva de 

40X. Foi considerada prova positiva nos casos em que ocorreu a formação de 

filamento fino e cilíndrico originado do blastoconídeo da levedura, como uma 

extensão, sem constrição. 

 

 

4.2.4.1.5 Microcultivo em ágar fubá  

 

 

Para a observação da formação dos clamidoconídios, as amostras isoladas 

foram repicadas em ASD e incubadas a 25ºC por 24h. As colônias jovens foram 

subcultivadas em placas com meio de cultura ágar fubá acrescido com Tween 80, 
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coberto por uma lamínula estéril, e incubado a 25ºC, por até 96 horas. Foram 

pesquisadas em microscopia óptica, em objetivas de 10 e 40X, estruturas redondas 

de parede espessa, isoladas ou em cachos, na extremidade das pseudohifas. Os 

clamidoconídios terminais e intercalares são características de C. albicans. Os que 

estão dispostos em formato de cacho ou "triplets" são característicos de C. 

dubliniensis (48). 

 

 

4.2.4.2 Métodos bioquímicos  

 

 

 Foram realizados os testes zimograma e auxonograma para de acordo com 

os métodos preconizados por Kurtzman, Fell & Boekhout em 2011. 

  

 

4.2.4.3. Métodos moleculares para verificar a presença de Candida 

dubliniensis. 

 

 

Para a realização dos ensaios de identificação das leveduras do gênero 

Candida para as espécies dubliniensis foram utilizadas amostras padrões ATCC 

como controle do teste, sob a identificação de ATCC 64548 (C. albicans) e ATCC 

777 (C. dubliniensis). 

 Os métodos moleculares fornecem uma identificação precisa e rápida, sendo 

também uma ferramenta importante na epidemiologia promovendo a tipagem 

molecular (49,50). Na presente pesquisa, o DNA foi retirado, quantificado e 

amplificado seguindo o protocolo de Chavasco em 2006 (51). Dois pares de primers 

foram utilizados: um para C. dubliniensis (sentido: CDU2 - 5'AGT TAC TCT TTC 

GGG GGT GGC CT 3 '; anti-sentido: NL4CAL - 5' AAG ATC ATT ATG CCA ACA 

TAG TAG GTA AA 3 ') e outro para C. albicans (sentido: CAL5 - 5' TGT TGC TCT 

CTCGGG GGC GGC CG 3 '; anti-sentido: NL4CAL - 5' AAG ATC ATTATG CCA 

ACA TAG TAG GTA AA 3 '). O DNA já amplificado foi submetido à eletroforese em 

placa horizontal (Horizon 58-Life Technologies) com gel de agarose a 1% em 

tampão TBE a 100V por 35 minutos. O gel foi corado com brometo de etídio (Sigma) 
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e as bandas de DNA foram observadas em um transiluminador UV equipado com 

uma câmera de vídeo ligada a um computador (Multiimage LightCabinet da Alpha 

Innotech Corporation) e fotografado. 

 

 

4.2.5 Fator de virulência - Protease 

 

 

Para realizar a pesquisa sobre o fator de virulência, produção de protease, foi 

utilizada a técnica proposta por Ruchel et al e Cardoso et al (52,53). Em cada placa 

de Petri contendo o meio com albumina bovina fração V foi semeado apenas uma 

cepa. A semeadura foi feita na parte central da superfície do meio. As placas foram 

incubadas a 32ºC por até 15 dias.  

A produção de protease pela cepa foi verificada pela presença de um halo de 

degradação ao redor da colônia (Figura 4.2). A atividade proteolítica, denominada Pz 

é expressa por meio do cálculo da razão entre o diâmetro da colônia (dc) e o 

diâmetro formado pela colônia e a zona de degradação (dcp) onde Pz ≥ 1,0 é igual a 

ausência de atividade enzimática sendo classificado como índice 1; Pz ≥ 0,64 ˂1,0 é 

igual a atividade enzimática positiva sendo classificada como índice 2; Pz< 0,6 é 

igual a atividade enzimática fortemente positiva sendo classificada como índice 3. 

Esse teste foi realizado em triplicata. 

 

Figura 4.2 - Área de degradação em albumina bovina frente à reação de protease 

 

 

     Fonte: O autor. 
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4.2.6 Teste de citotoxidade 

 

 

 

4.2.6.1 Cultura de células 

 

 

Células-tronco de polpa dentária (DPSCs) foram gentilmente doadas pelo 

Banco de Células da Faculdade de Odontologia da Universidade de São Paulo para 

este estudo. As células foram descongeladas e cultivadas em meio de cultura 

clonogênico composto por meio mínimo de Eagle modificado por alfa (α-MEM) 

(Gibco Life Technologies, Grand Island, NY, EUA) suplementado com 15% de soro 

fetal bovino mesenquimatoso (MSC- FBS, Gibco); Penicilina 100 U / ml (Invitrogen / 

Gibco); 100/ml de estreptomicina (Invitrogen / Gibco, Grand Island, NY; EUA); Ácido 

ascórbico 0,1 mM (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, EUA) e L-glutamina 2 

mM (Gibco). As células foram mantidas numa incubadora a 37 ° com uma atmosfera 

húmida de 5% de CO2 e 95% de ar. 

 

 

4.2.6.2 Meio Condicionada e Grupos Experimentais 

 

 

O meio de cultura foi colocado em contato com os blocos de resina 

polimerizada por 24 h em incubadora de CO2 a 37 ° C. O meio condicionado contém 

todas as substâncias lixiviadas pelos materiais (54). Fragmentos dos blocos de 

resina polimerizada foram colocados no fundo de tubos de centrífuga de 50 mL, os 

quais foram preenchidos com meio de cultura (0,2 g de material por 1 mL de meio 

clonogênico) (55). Ao final do período de incubação, os meios condicionados foram 

esterilizados em filtro de 0,22 μm e aplicados em cinco concentrações (0%, 25%, 

50%, 75% e 100%) às células, de acordo com os grupos experimentais. O meio 

clonogênico condicionado com 0% das substâncias serviu como controle positivo. 

Os grupos experimentais foram: Controle Positivo (células mantidas em meio 

clonogênico sem substâncias - concentração de 0%), CAAR (células mantidas em 

meio clonogênico condicionado pelo CAAR), CAAR + (células mantidas em meio 
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clonogênico condicionado pelo CAAR com o biocida), TAAR (células mantidas em 

meio clonogênico condicionado por TAAR) e TAAR + (células mantidas em meio 

clonogênico condicionado por TAAR com o biocida). 

 

 

4.2.6.3 Ensaio de citotoxicidade 

 

 

Para medir a citotoxicidade dos blocos de resina polimerizada, o ensaio de 

redução de MTT foi aplicado como descrito noutro local (Ferreira et al., 2018). 

Resumidamente, as células foram semeadas em placas de 96 poços (1x103 células 

/ poço) em meio clonogénico (num mínimo de 5 poços por grupo por concentração). 

Quarenta e oito horas depois, o meio de cultura foi substituído pelo meio 

condicionado de acordo com os grupos experimentais em 5 concentrações 

diferentes. Após vinte e quatro horas em contato com o meio condicionado, as 

células foram submetidas ao ensaio de redução de MTT, que envolve a conversão 

do brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazólio solúvel em água (MTT) a 

um formazan insolúvel. O formazan é então solubilizado e a concentração é 

determinada pela densidade óptica a 570 nm. Os dados de absorbância foram 

usados para traçar as curvas de viabilidade celular. As densidades ópticas de todos 

os grupos obtidos a partir do ensaio de redução de MTT foram transformadas em 

porcentagens de viabilidade celular. A densidade óptica média das culturas de 

controle positivo foi considerada como 100% de viabilidade celular 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 TESTES ANTIFÚNGICOS  

 

 

5.1.1 G21-15  

 

 

O teste G21-15 foi realizado e frente Candida albicans foi observado que os 

CP de CAAR+ e TAAR+ mantiveram o código 0 nos três tempos de avaliação, 

obtendo uma eficácia significativa. Já os CP de CAAR e TAAR obtiveram um 

aumento gradual do código, não sendo assim capazes de impedir o crescimento 

fúngico. Os resultados frente ao Aspergillus niger foram semelhantes (Gráfico 5.1). 

 



 
 



 

 

 
Gráficos 5.1 - Avaliação do crescimento fúngico pelo protocolo G21-15 sendo o gráfico da esquerda frente ao fungo C. albicans e o da direita frente ao fungo 

A. niger 

 

 

 

Fonte: O autor.. 

5
1
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Os resultados foram registrados também através de fotografia pela 

câmera Nikon D610 Full HD conforme a tabela 5.1 e tabela 5.2. 

 

 

Tabela 5.1 - Resultados dos corpos de prova frente ao C. albicans evidenciados através de 
fotografias. Amostra 1: CAAR+. Amostra 2: TAAR+. 1º coluna contendo fotos: 
Vista superior. 2º Coluna contendo fotos: vista inferior 

 

 

 

Fonte: O autor. 
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Tabela 5.2 - Resultados dos corpos de prova frente ao A. niger evidenciados através de 
fotografias. Amostra 1: CAAR+. Amostra 2: TAAR+. 1º coluna contendo fotos: 
Vista superior. 2º Coluna contendo fotos: vista inferior 

 

 

 

Fonte: O autor. 

 

 

5.1.2 E 2149-13 

 

 

 Foi realizado o teste 2149-13 onde foi observado que a CAAR e TAAR 

não foram capazes de reduzir o crescimento fúngico. Já a CAAR+ e TAAR+ 

obtiveram uma redução de cerca de 99,99% frente às cepas de Candida 

albicans e de 0% frente às cepas de Aspergillus niger (Tabela 5.3), em ambas 

as resinas. 



 

 

Tabela 5.3 - Redução fúngica frente aos grupos testados CAAR, CAAR+, TAAR e TAAR+ 

*Redução estatisticamente significante. 

  

Fonte: O autor. 

 

Candida albicans  Aspergillus niger 

 
Média 
inicial  

Média 
final 

Redução 
logarítmica  

% de 
redução 

Valor de 
significância 

(p<0.05) 

 
Média 
inicial 

Média 
final 

Redução 
logarítmica 

% de 
redução 

Valor de 
significância 

(p<0.05) 

CAAR  2.2x105 2.5x105 -0.06 - 0,1217  1.5x105 1.8x105 -0.08 - 0,1217 

CAAR+ 2.2x105 1.2x10 4.26 99.9% <0,0001*  1.5x105 1.6x105 -0.03 - 0,4778 

TAAR  2.2x105 2.4x105 -0.04 - 0,2254  1.5x105 1.9x105 -0.10 - 0,0742 

TAAR+ 2.2x105 1.0x10 4.34 99.9% <0,0001*  1.5x105 1.55x105 -0.01 - 0,3206 

5
5
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5.2 IDENTIFICAÇÃO  

 

 

Foram identificadas 348 amostras que estavam micotecadas de 

pacientes sem comprometimentos sistêmicos. A faixa etária das pessoas 

coletadas variava de 2 a 40 anos, com média de idade de 23 anos. A tabela 5.4 

evidencia a distribuição das espécies de Candida. 

 

 

Tabela 5.4 - Número de cepas de Candida identificadas de acordo com a sua espécie 

 

Prevalência das espécies de leveduras do gênero 
Candida em pacientes sem comprometimento 

sistêmico - n(%) 

C. albicans 233 (66,9) 
C. tropicalis 31 (8,9) 

C. parapsilosis 30 (8,6) 
C. dubliniensis 21 (6,0) 

C. glabrata 17 (4,9) 
C. guilllermondii 11 (3,2) 

C. krusei 4 (1,1) 
C. lusitaniae 1 (0,3) 

Total 348 (100) 
 

Fonte: O autor. 

 

5.3 PROTEASE 

 

 

 Dessas cepas foram selecionadas as cepas de Candida albicans e 

foram realizados os testes para averiguar a virulência. Das 233 cepas, 124 

obtiveram código 1, 57 obtiveram código 2 e 52 com código 3. 

 Algumas dessas cepas, precisamente 8, foram selecionadas e 

submetidas aos testes antifúngicos. Das 8 cepas onde 3 eram do índice 1, 2 do 

índice 2 e 3 do índice 3.  

 

 



58 
 

5.4 TESTE ANTIFÚNGICO FRENTE ÀS CEPAS IDENTIFICADAS 

 

 

 Foram colocadas frente aos corpos de prova 8 cepas selecionadas de 

Candida albicans, como apresentado na tabela 5.5. 

 
 
Tabela 5.5 - Correlação entre as cepas, seu fator de virulência, os resultados nos testes 
antifúngicos frente aos fungos investigados e as cepas controle 
 
 

Amostra Código de 
acordo com 
a Protease 

Código do teste 
fungistático frente a 

C. albicans durante o 
período de 28 dias 

Cepas 
controle 

1 Código 1 Código 0 Positivo 
2 Código 1 Código 0 Positivo 
3 Código 1 Código 0 Positivo 
4 Código 2 Código 0 Positivo 
5 Código 2 Código 0 Positivo 
6 Código 3 Código 0 Positivo 
7 Código 3 Código 0 Positivo 
8 Código 3 Código 0 Positivo 

 
 

Fonte: O autor. 

 

Os resultados foram registrados também através de fotografia pela 

câmera Nikon D610 Full HD conforme a tabela 5.6. 



 

 

Tabela 5.6 - Resultados dos corpos de prova frente C. albicans oriunda de mucosas jugal que estavam micotecadas no laboratório do grupo de pesquisa de 
leveduras patogênicas no CNPq evidenciando os resultados através de fotografias. Linha superior: TAAR+. Linha inferior: CAAR+ 

 

 

 

Fonte: O autor. 

5
9
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5.5 CITOTOXICIDADE 

 

 

O gráfico 5.2 ilustra graficamente os resultados do ensaio de 

citotoxicidade. As porcentagens médias de viabilidade celular de todos os 

grupos variaram de 81,66% a 100%. As percentagens de viabilidade celular de 

todos os grupos tratados com meios condicionados pelos diferentes materiais 

nas 4 concentrações utilizadas (25%, 50%, 75% e 100%) foram semelhantes 

quando comparadas com as do grupo controle positivo (células mantidas em 

meio clonogênico - 0%).  

Culturas tratadas com as diferentes concentrações do mesmo meio 

condicionado apresentaram porcentagens de viabilidade celular semelhantes 

para todas as substâncias testadas. Diferenças estatísticas foram observadas 

apenas quando comparados os diferentes meios condicionados aplicados na 

mesma concentração. O grupo TAAR+ apresentou percentuais 

significativamente menores de viabilidade celular quando comparado ao grupo 

TAAR (p <0,05) em concentrações superiores a 50%. 
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Gráfico 5.2 - Representação gráfica da viabilidade celular média (%) em função das 
concentrações de meios condicionados (%) para os diferentes grupos 
experimentais.  As barras indicam erro padrão da média; * mostra diferença 
estatisticamente significante entre TAAR e TAAR+ na mesma concentração (p 
< 0.05) 

 

 

 

Fonte: O autor. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

 Polímeros com potencial antimicrobiano começaram a ser conhecidos 

quando Cornell e Dunraruma em 1965 (56) descreveram em seus trabalhos 

compostos preparados a partir de 2-methacryloxytroponones que possuíam 

eficácia antibacteriana. Desde então, o número de polímeros antimicrobianos 

aprovados pela Agência Federal Americana Food and Drug Administration 

(FDA) tem aumentado constantemente graças às novas necessidades e 

resistência antimicrobiana aos compostos já conhecidos (57). 

 Existem duas maneiras de se estabelecer um sistema polimérico com 

propriedades antimicrobianas: (1) interação física (ancoragem na estrutura do 

material); ou (2) quimicamente (ligando as cadeias de compostos químicos). 

Embora acreditemos que a interação gerada em nosso material é física, há 

necessidade de mais estudos para essa afirmação. Em relação à inclusão do 

PDADMAC, observamos que essa etapa foi determinante para os potenciais 

antibacterianos e antifúngicos. Neste trabalho, propomos a adição simples de 

compostos antimicrobianos às resinas acrílicas como alternativa a processos 

como a polimerização do radical de transferência de átomos (58), 

polimerização por enxerto de superfície de polímero e papel (59) e até mesmo 

em radicais metálicos (60). 

 O PDADMAC foi previamente testado pelo nosso grupo de pesquisa 

em outros materiais e com diferentes métodos de inclusão (61,62,63), sem 

sucesso, uma vez que a metodologia de inclusão utilizada não foi capaz de 

gerar com incorporação homogênea do biocida nos materiais testados. No 

presente estudo com a incorporação bem sucedida de PDADMAC ao material 

acrílico, as atividades antibacteriana, antifúngica e a biocompatibilidade 

apontam expectativas promissoras para a confecção de dispositivos à base de 

resinas acrílicas com propriedades antimicrobianas. 

 Os resultados dos testes antifúngicos demonstraram que as estruturas 

leveduriformes são sensíveis aos grupos CAAR+ e TAAR+, porém as 

estruturas filamentosas foram sensíveis apenas ao nível fungistático frente aos 

grupos CAAR+ e TAAR+, levando os autores a acreditar na afinidade desses 
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composto aos fungos leveduriformes.  Esse dado corrobora com Sanches et al. 

em 2016 (64) onde os autores sugerem que o PDADMAC tem potencial de 

alcançar sítios como a membrana celular e a parede celular dessas estruturas.  

 Mesmo sem demostrar potencial fungicida para os fungos 

filamentosos, esses resultados são extremamente relevantes para a área 

odontológica, pois a grande maioria das infecções que acometem a região de 

cabeça e pescoço é causada por estruturas leveduriformes (38). 

 Além disso, a questão da resistência bacteriana e fúngica devido à 

expressão de alguns genes de resistência chama a atenção para a 

necessidade do desenvolvimento de pesquisas com cepas de leveduras em 

ambiente clínico, uma vez que é sabido que fatores de virulência podem se 

modificar ao longo do tempo em culturas mantidas em sets laboratoriais 

quando há necessidade de repiques sucessivos. Pesquisas atuais mostram, 

por exemplo, que bactérias de amostras clínicas recentes apresentam o gene 

qac e que fungos de amostras clínicas recentes possuem a expressão do gene 

ERG11. Sua detecção está associada a uma concentração antibacteriana e 

antifúngica mínima maior (65,66). O gene ERG11, conhecido como o gene de 

resistência para biocidas e anti-sépticos, já foi descrito em diversos locais (67). 

Portanto, em um trabalho futuro, cepas clínicas contendo esse genes devem 

ser testadas para verificar os potenciais fungicida e fungistático desses 

materiais frente a essa característica de resistência. 

Com relação às cepas de Candida micotecadas devemos lembrar que a 

colonização por Candida é rotineira nos seres humanos e que várias espécies 

de Candida fazem parte da microbiota oral. (68). No presente trabalho, 

devemos salientar o número representativo de isolados de mucosa oral 

identificados de forma criteriosa o fato que mesmo em literatura mundial é 

pouco frequente, conferindo assim maior confiabilidade aos resultados aqui 

descritos. 

 O presente autor chama a atenção para o número de estudos que têm 

sido observados na literatura identificando cepas de C. não-albicans sem 

métodos corretos de identificação convencional e/ou molecular, que são 

indispensáveis para a precisão e confiabilidade do processo, como 

demonstrado por Livério et al. em 2017 (69) e Jafari et al. em 2017 (70). Esses 

resultados, portanto, podem construir falsos positivos e falsos negativos devido 
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à falta de especificidade. Uma atenção especial deve ser dada à correta 

identificação das espécies de Candida presentes. 

O teste de viabilidade celular através da redução do MTT mostrou que a 

resina TAAR + obteve os piores resultados, apresentando maior citotoxicidade 

quando comparada ao grupo TAAR. Talvez isso seja devido a um excesso de 

PDADMAC na superfície, como indicado pelas medidas do ângulo de contato, 

ou pela possível formação de subprodutos durante a ativação térmica. Por 

outro lado, os testes relacionados à resina CAAR+ mostram resultados mais 

favoráveis, uma vez que sua citotoxicidade foi semelhante à dos grupos 

controle. 

Por fim, foi observado que os testes na resina CAAR+, em geral, 

demostraram resultados mais favoráveis em sua citotoxicidade, potencial 

antibacteriano e potencial antifúngico. No entanto, o grupo TAAR + não deve 

ser descartado, uma vez que cumpriu todas as condições necessárias para um 

potencial material antifúngico. 

Há certamente um grande número de variáveis ainda a serem testadas 

antes de uma aplicação clínica mais abrangente do material. Questões como a 

influência da adição do biocida nas propriedades mecânicas e estéticas das 

resinas; longevidade ou meia-vida da ação fungicida do biocida incorporado à 

resina; comportamento do material no meio bucal diante da umidade presente 

e da complexidade da microflora residente; constituem aspectos que ainda 

demandam desenvolvimento de pesquisas adicionais nas esferas mecânica, 

físico-química e biológica. 

A identificação e realização de testes com amostras da micoteca 

residente no laboratório do CNPq buscou demonstrar a efetividade da 

incorporação do biocida diante de diferentes cepas de Candida e distintos 

graus de virulência, no entanto sabe-se que o ambiente in vivo pode produzir o 

biofilme oral. Mais pesquisas envolvendo esse tipo de constituinte devem ser 

realizadas futuramente.  

A incorporação do PDADMAC nas resinas auto e termopolimerizáveis 

parece promissora na Odontologia, conferindo propriedade vantajosa a esse 

material já de uso consagrado. 
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7 CONCLUSÕES  

 

 

 A incorporação de PDADMAC nas resinas acrílicas foi determinante para 

alcançar as propriedades antifúngicas desejadas.  

 Entre os grupos de resinas que apresentaram adição de biocida, os grupos 

CAAR+ e TAAR+ obtiveram eficácia e percentual antifúngico similar. 

 Foram identificadas 348 cepas de fungos do gênero Candida onde a grande 

maioria foi identificada como a espécie albicans, seguida das espécies 

tropicalis, parapsilosis, dubliniensis, glabrata, guilllermondii, krusei e 

lusitaniae. 

 Independente do fator de virulência das cepas de Candida ambas as 

resinas aditivadas tem eficácia antifúngica. 

 O CAAR e o TAAR, independentemente da adição ou não do PDADMAC, 

são materiais biocompatíveis após a polimerização. 
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