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RESUMO 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar in situ e in vitro o potencial antimicrobiano de uma 

resina acrílica comercial para base protética contendo nanopartículas de prata (NP). 

A resina acrílica termopolimerizável Lucitone 550  foi utilizada e as NP foram 

sintetizadas através da redução do nitrato de prata pelo citrato de sódio. A forma e 

tamanho das partículas foram confirmadas por  microscopia eletrônica de 

transmissão. A maioria das partículas mostraram um diâmetro de 15-20 nm e forma 

esférica. A resina acrílica foi preparada de acordo com as instruções do fabricante e 

a solução de nanopartículas foi adicionada ao monômero da resina acrílica em 

concentrações de 0% e 5%. Para análise in situ do biofilme, 5 voluntários adultos 

usaram dispositivos palatinos contendo 4 blocos de resina acrílica (2 blocos 

contendo 5% de NP e os outros 0%). Os voluntários removiam os dispositivos da 

cavidade oral e pingavam duas gotas de solução de sacarose 30% sobre cada bloco 

de resina, 4 vezes por dia, durante 4 dias. Após este período, amostras de biofilme 

de cada bloco de resina acrílica foram utilizadas para a preparação dos esfregaços. 

Os esfregaços foram corados pelo método de Gram e examinados em microcópio de 

luz polarizada. O efeito antimicrobiano contra Candida albicans foi avaliado através 

da contagem de células viáveis de Candida albicans plaqueadas sobre Agar 

sabouraud dextrose e incubadas a 37ºC por 48 horas. Estas células foram 

removidas de discos de resina acrílica, sobre os quais haviam crescido em caldo 

sabouraud dextrose a 37ºC por 24 horas. Os resultados mostraram que entre os 

voluntários foi observada diferença na quantidade e tipos celulares presentes no 

biofilme. Ainda, o nanocompósito reduziu o número de colônias in vitro, mas não 

teve efeito sobre a inibição da formação de biofilme in situ. 

Palavras chave:Biofilme.Prata.Nanopartículas.Resina acrílica.  
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ABSTRACT 

The aim of this study was to evaluate the in situ and in vitro antimicrobial potential of 

a commercial denture base resin containing silver colloid nanoparticles. The heat-

polymerised acrylic resin Lucitone 550 was used and the silver nanoparticles were 

synthesized by reduction of silver nitrate with sodium citrate. The form and size of the 

particles were confirmed by transmission electron microscopy. Most of the particles 

showed a diameter of about 15-20 nm and spherical form. The acrylic resin was 

prepared in accordance with the manufacturers’ instructions and silver nanoparticles 

solution was added to the monomer of the acrylic resin in the concentrations of 0wt% 

and 5wt%. For the analysis of in situ biofilm, five adult volunteers wore palatal 

devices containing 4 denture base resin blocks (two blocks contained 5% of silver 

nanoparticles and the others 0%). The volunteers removed the appliances from the 

oral cavity and drip two drop of the 30% sucrose solution onto each acrylic resin 

block, 4 times a day, during 4 days. After this period, samples of biofilm of each 

denture base resin block were used for the preparation of smears. The smears were 

stained by the Gram method and examined under a polarized light microscope. The 

antimicrobial efficacy test against Candida albicans was assessed by viable cell 

counts of Candida albicans plated on Saborroud Dextrose agar and incubated at 

37oC for 48 hours. These cells were disrupted from each disc of denture base resin, 

which had grown into Sabouraud Dextrose broth at 37oC for 24 hours. The results 

showed that among the volunteers was observed differences in the amount and 

cellular types of microorganisms in the biofilm. In addition, nanocomposite reduced 

the number of C. albicans colonies in vitro, but it has no effect on the biofilm 

formation inhibition in situ. 

 

Keywords:Biofilm.Silver.Nanoparticles.Acrylic resin.  
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1 - INTRODUÇÃO 

 
Aproximadamente 10% das espécies de Candida são patógenos 

oportunistas1, e são membros comuns das microbiotas humanas oral, dérmica e 

intestinal, capazes de causar uma ampla quantidade de infecções2. Uma das 

infecções relacionadas à Candida é a candidose orofaríngea, uma infecção comum 

entre os pacientes imunocomprometidos e idosos3, com diversas formas de 

apresentações clínicas, incluindo formas pseudomembranosas e eritematosas tais 

como a estomatite protética associada à Candida3,4, uma condição inflamatória 

crônica associada à mucosa oral de suporte particularmente da prótese superior[5]. 

A estomatite protética é atualmente reconhecida como um processo complexo que 

envolve formação de biofilme sobre próteses5, sendo Candida albicans o fungo 

predominantemente isolado da cavidade oral inflamada3,6,7,8. 

Embora o fluconazol e outros antifúngicos azóis sejam efetivos para o 

tratamento de infecções mucosas e sistêmicas por Candida, a falta de atividade 

fungicida e falhas no tratamento são comuns em pacientes severamente 

comprometidos e pacientes idosos6,9,10. 

Diversas espécies de metais inorgânicos têm atraído atenção como 

antibacterianos por exercerem uma ação de toxicicidade tempo dependente que 

eliminam biofilmes in vitro11,1,13. Entre os agentes antimicrobianos inorgânicos, a 

terapia com a prata (Ag) tem sido amplamente empregada na luta contra infecções 
14,15. Entretanto, o mecanismo de ação bactericida de NP ainda não é bem 

compreendido. Pal et al. 15 especularam que a ação de NP é similar a de íons prata. 

Proteínas contendo grupos sulfúricos na membrana ou no interior das células bem 

como elemento fósforo, tais como DNA, são provavelmente o sítio de ligação 

preferencial para NP15. 

Tem sido mostrado que NP podem ser preparadas com baixo custo e 

utilizadas como novo efetivo material bactericida 16. Um dos métodos de preparação 

de nanopartículas de prata é baseado no método de Turkevich 17 em que o nitrato de 

prata é reduzido pelo citrato de sódio 18. 

Publicações têm destacado a necessidade de se desenvolver uma estratégia 

para reduzir a adesão microbiana a materiais odontológicos19,20. Alguns tentativas 
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tem sido realizadas para reduzir o acúmulo de biofilme na superfície de resina para a 

base protética através da incorporação de agentes antimicrobianos como a nistatina 

e anfotericina B5, prata – zinco zeolite20, amônia quaternária 21,22, fluconazol 23, 

própolis 24, e substâncias fotocatalistícas 25. 

Neste sentido, NP poderiam ser adicionadas ao poli (metil metacrilato) 

(PMMA), resina acrílica utilizada na confecção de próteses removíveis 26,27, na 

tentativa de prevenir a estomatite em portadores de próteses. 

O presente estudo foi conduzido para avaliar in situ e in vitro o potencial 

antimicrobiano de uma resina acrílica comercial para a base protética contendo NP 

na forma coloidal. O estudo in situ foi realizado com blocos de nanocompósito 

fixados em dispositivos palatinos intra-orais, e o estudo in vitro foi realizado através 

da quantificação de células de C albicans presente no biofilme formado na superfície 

de espécimes de nanocompósto PMMA / Ag. 
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2 - MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1. Síntese do colóide de nanopartículas de prata (SCN) 
 
A síntese de NP foi baseada no método de Turkevich et al. 17. SCN foi 

preparado através da redução do nitrato de prata (AgNO3) (Merck) pelo citrato de 

sódio (Na3C6H5O7)(Merck) 18,27. Ao final da reação, a solução foi mantida sob 

aquecimento por alguns minutos até o aparecimento da coloração amarelo âmbar, 

que indicou a presença de NP . Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

(Electron Microscope FEG-VP Supra 35, Carl Zeiss) foi utilizada para registrar 

imagens das NP sintetizadas. 

 

2.2 Preparação do nanocomposito PMMA/Ag 
 
Para padronização dos espécimes de resina acrílica, moldes de silicone foram 

obtidos a partir de uma matriz metálica com formato circular padrão (diâmetro: 10 

mm; altura: 3 mm). A resina acrílica para base protética (Lucitone 550, Dentsply Ind. 

e Com. Ltda, Brazil) foi preprada de acordo com as instruções do fabricante. Para 

cada espécime foi utilizada uma proporção de 4 g/1,9 mL (pó/líquido). A solução 

contendo NP foi adicionada ao componente líquido da resina acrílica a 0 vol.% 

(controle) and 5%, com base na massa do polímero 27. 

Os nanocompósitos foram prensados diretamente no interior dos moldes de 

silicone incluídos em gesso pedra. Os espécimes foram polimerizados em uma 

polimerizadora automática em banho de água quente por 1,5 horas a 73ºC + 30 

minutos a 100ºC. Os espécimes foram então, desincluídos após o resfriamento das 

muflas.  

 

2.3. Análise do biofilme in situ 
 
Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba – UNESP (Protocolo 2009-02113) e todos os 



15 

participantes leram e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. Cinco 

voluntários saudáveis, com idade entre 23 e 28 anos, apresentando fluxo salivar 

normal, usaram um dispositivo palatino acrílico contendo 4 blocos de resina acrílica. 

Dois blocos continham 5% de solução coloidal de NP e os outros 0% (controle). 

Os blocos de resina acrílica (medindo 3 x 3 x 2 mm) foram obtidos a partir de 

espécimes de resina acrílica para a base protética que foram seccionados utilizando 

um disco diamantado dupla face. A superfície dos blocos foram limpas e polidas. 

Dispositivos palatinos contendo 4 cavidades nos lados esquerdo e direito 

foram confeccionados e um bloco foi inserido em cada uma das cavidades (Figura 

1). Para permitir o acúmulo de placa e para proteger os blocos de interferências 

mecânicas, uma malha plástica foi fixada à superfície acrílica do dispositivo palatino 

sobre as cavidades. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 1. Ilustração do dispositivo palatino acrílico utilizado pelos voluntários. 

 

Os voluntaries foram instruídos a remover os dispositivos da cavidade oral e 

pingar 2 gotas de solução de sacarose 30% em cada bloco de resina acrílica, 4 

vezes ao dia (9:30, 14:00, 17:00 e 21:00 horas). Depois de 5 minutos, o dispositivo 

era reinserido na boca. Os voluntários também foram instruídos a usar o dispositivo 

todo o tempo, removendo apenas durante as refeições. 

Durante um período de 7 dias pré experimental e 4 dias de período 

experimental, os voluntários escovaram seus dentes com pasta de dente sem flúor e 
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depois de 4 dias de acumulo e exposição a sacarose 30%, o dispositivo oral de cada 

voluntário foi removido e o biofilme formado foi examinado. 

Para a avaliação da condição e aspecto morfológico dos microrganismos 

isolados do biofilme, amostras de biofilme de cada bloco de resina acrílica foi 

utilizada para a preparação de esfregaço. O esfregaço foi corado através da 

coloração de gram e examinados em microcópio de luz polarizada (Carl Zeiss, Stemi 

SV 11) com aumento de 100x e fotografados com câmera digital (Canon Power Shot 

A640 – 10 mega pixels). 

 

2.4. Teste da eficiência antimicrobiana 
 

Para obtenção do inóculo foi utilizado o microorganismo Candida albicans 

(ATCC 10231). A suspensão fúngica utilizada para o teste continha 105 unidades 

formadoras de colônias (CFU), ajustada em espectrofotômetro (Shimadzu UV-1800). 

Os espécimes de resina acrílica foram esterilizados por óxido de etileno e 

posicionados em tubos contendo 9,9 mL de meio de cultura Sabouraud dextrose 

caldo (Difco) e 0,1 mL do inoculo. Após a incubação por 24 horas a 37ºC, os 

espécimes foram removidos e colocados em um segundo tubo contendo 10 mL de 

NaCl 0,9%. Os tubos foram agitados por 1 minuto e depois de 9 minutos uma nova 

agitação foi realizada.  

Consecutivamente, a solução foi diluída seriadamente, 20mL de Agar 

sabouraud dextrose foi depositado em placas de petri estéreis e após a solidificação 

do meio, 10 µL de cada diluição foram plaqueados em triplicata. As placas foram 

mantidas a 37ºC por 48 horas, e o número de células foi contado. Os números de 

células mencionados neste estudo são médias de três determinações.   
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3 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Síntese de SCN 
 

Análises de microscopia eletrônica de transmissão foram realizadas para 

confirmar a forma e o tamanho das NP (Figura 2), e mostraram partículas de forma 

esférica com média de diâmetro de 15 – 20 nm em uma concentração de 107.9μg de 

prata / mL na solução coloidal. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2. Imagem de microscopia eletrônica de transmissão de 

nanopartìculas de prata sintetizadas através da redução do nitrato de 

prata pelo citrato. Esta micrografia ilustra a forma e o tamanho das 

nanopartìculas de prata (partículas brancas ca. 15-20nm). Aumento: 

3000x. 

 

3.2. Análise do biofilme in situ 
 

A formação de biofilme ocorre como resultado de uma sequencia de eventos: 

adesão microbiana à superfície, proliferação celular, produção de matriz e 

disseminação de células. Em ambientes que suportam uma microflora planctônica 
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mista, a composição final do biofilme irá refletir o resultado de uma sucessão 

bacteriana, resultante da competição entre as bactérias aderidas. 

A análise in situ não avalia a contagem de células total e a massa de biofilme 

sobre os blocos de resina acrílica. E o biofilme foi apenas observado a olho nu, e 

não foi notada nenhuma diferença entre o biofilme formado sobre os grupos controle 

e experimentais. Entre os voluntários foi observada diferença na quantidade e nos 

tipos celulares de microrganismos presentes no biofilme. As mulheres (1,2 e 3) 

(Figuras 3, 4 e 5) formaram biofilmes com menos substância polimérica extracelular 

em comparação com os homens voluntários 4 e 5 (Figura 6 e 7). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3. Esfregaço coletado a partir do biofilme formado sobre a resina acrìlica do grupo 

controle (a e b) e sobre a superfície do nanocompósito (c e d), para o voluntário 1. Biofilme pobre 

em substâncias poliméricas extracelulares e microrganismos. A seta azul em (b) mostra 

leveduras em brotamento, enquanto que a seta preta indica bacilos Gram-negativos. A seta em 

(c) mostra fusobactéria, e em (d) estreptococos. Aumento: 100x. 
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Figura 4. Esfregaço coletado a partir do biofilme formado sobre a resina acrílica do grupo 

controle (a e b) e sobre a superfície do nanocompósito (c e d), para o voluntário 2. As setas em 

(a) e (c) mostram leveduras, em (b) estreptococos Gram-positivos e, em (d) células epiteliais. 

Aumento: 100x 
 

Para as populações de estreptococos, uma maior quantidade de 

microrganismos foi encontrada nos voluntários 4 e 5 (Figuras 6 e 7), entretanto, 

nenhuma diferença foi observada entre os grupos controle e experimentais. Ainda, 

nos biofilmes destes voluntários foram encontrados bacilos, diplococos, 

estreptobacilos e fusobactérias. Para o voluntário 5, o biofilme formado sobre a 

superfície do nanocompósito apresentou menor quantidade de bacilos que no grupo 

controle. Por outro lado, o voluntário 1 (Figura 3) apresentou a menor formação de 
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biofilme sobre os os blocos de resina e este biofilme era composto basicamente, por 

estreptococos, cocos isolados, bacilos e cocos aderidos a células epiteliais. 

 

Figura 5. Esfregaço coletados a partir do biofilme formado sobre a resina acrílica do grupo 

controle (a e b) e sobre a superfície do nanocompósito (c e d), para o voluntário 3. A figura (a) 

mostra bacilos e estreptococos. A seta em (b) indica leveduras em bromento, enquanto que em 

(c) indica células bacilos. A Figura (d) ilustra cocos, diplococos, estreptococos e células 

epiteliais. Aumento:100x 
 

Com relação ao voluntário 2, a figura 4 mostra que o tipo celular 

predominante no biofilme da resina acrílica do grupo controle foi cocos. Entretanto, 

considerável presença de leveduras foi notada. Comparando os grupos 

experimentais e controle, menor quantidade  de leveduras, estreptococos, cocos 

isolados e alguns bacilos foram encontrados no biofilme dos blocos de resina 
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experimental. Em relação ao voluntário 3 (Figura 5), o esfregaço coletado do grupo 

controle mostrou maior quantidade de bacilos que no biofilme do nanocompósito, 

que foi composto basicamente por cocos. 

 

Figura 6. Esfregaço coletadoa partir do biofilme formado sobre a resina acrílica do grupo 

controle (a e b) e sobre a superfície do nanocompósito (c e d) para o voluntário 4. A seta em (a) 

mostra células de estreptococos. A seta azul em (b) indica diplococos, enquanto que a seta 

preta indica fusobactérias. As Figuras (c) e (d) ilustram cocos, diplococos, estreptococos e 

leveduras isoladas e bacilos Gram-positivos e Gram-negativos. Aumento:100x. 

 

Acordo com Beighton and Hayday, as interações entre os microrganismos, a 

habilidade de competir pela assimilação de nutrientes, a manutençao da energia 

requerida, e o sistema antibacteriano específico e não específico da saliva limitam a 

flora natural. 
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Além disso, o biofilme é conhecido por “iludir”, desafiar antimicrobianos 

envolvendo antibióticos ou defesas imunológicas do hospedeiro através de múltiplos 

mecanismos, e tem sido mostrado que agentes antimicrobianos falham em não 

serem capazes de penetrar completamente nos microrganismos. 

 

 

Figura 7. Esfregaço coletado a partir do biofilme formado sobre a resina acrílica do grupo 

controle (a e b) e sobre a superfície do nanocompósito (c e d), para o voluntário5. Biofilme rico 

em substâncias poliméricas extracelulares e microrganismos. .Figuras (a) e (b) mostram grande 

quantidade de estreptococos e bacilos Gram-positivos. Setas em (c) e (d) indicam alguns 

estreptobacilos. Aumento:100x. 

 

No presente trabalho, a resina acrílica contendo nanopartículas de prata 

coloidal não inibiu a formação de biofilme quando comparado com o grupo controle, 

para todos os voluntários. Uma possível explicação para isso, seria a ausência de 
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liberação das nanopartículas do nanocompósito. Monteiro em sua tese, encontrou 

que nanopartículas de prata não foram detectadas em água deionizada para todos 

os períodos de armazenamento (7, 15, 30, 60 e 120 dias). O PMMA pode ter gerado 

uma barreira para a difusão de água e consequentemente para a liberação de prata 

com ação antimicrobiana. O agente cross-linking etileno glicol dimetacrilato presente 

na resina Lucitone 550 pode ter restringido a rotação das cadeias poliméricas, 

diminuindo a velocidade de difusão de água no polímero. 

Entretanto, a ausência de dispersão de NP na massa polimérica foi observada 

durante a preparação do nanocompósito PMMA / Ag. Uma razão para isto poderia 

ser a diferença de polaridade entre o polímero e a solução coloidal. A dificuldade de 

dispersão das nanopartículas na forma coloidal, associada à alta temperatura 

atingida durante a polimerização da resina acrílica pode ter contribuído para a 

coalescência. Este fato pode ter aumentado a área de superfície específica das 

nanopartículas e consequentemente reduzido a liberação para a cavidade. 

 

3.3. Teste da atividade antimicrobiana 
 

A eficácia antimicrobiana do nanocompósito PMMA / Ag contra C albicans foi 

avaliada pela contagem do número de colônias em Agar. Os resultados 

apresentados na figura 8 mostram que o nanocompósito contendo 5% de Sol. 

Coloidal de NP reduziu o número de colônias de C albicans. 

 

Dois processos podem ser considerados para explicar estes achados: a) as 

células fúngicas foram eliminadas pela liberação de NP dos espécimes de polímero 

(efeito fungicida); b) as células fúngicas sobreviveram, mas forças eletrostáticas 

produzidas pela nanopartículas do nanocompósito podem ter interferido na processo 

de adesão inicial para a formação do biofilme sobre a superfície do nanocompósito 

(Efeito fungiostático).  
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Figura 8. Número de células viáveis de Candida albicans plaqueadas em ágar 

Sabouraud Dextrosee incubadas a 37 º C durante 48 horas. 

 

Houve uma diferença no nº de células de C albicans entre o grupo controle e 

o grupo experimental, entretanto, nenhuma análise estatística foi realizada neste 

teste inicial. Assim, estudos futuros são necessários para esclarecer as propriedades 

do nanaocompósito PMMA /Ag no sentido de avaliar a possibilidade de utilização do 

nanocompósito como um novo material odontológico com propriedades 

antimicrobianas, especialmente para a confecção de próteses removíveis. 
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4 - CONCLUSÃO 

 
Dentro das limitações deste estudo preliminar, pode-se concluir que o PMMA 

/Ag reduziu o nº de colônias de C albicans in vitro, mas não houve efeito sobre a 

inibição da formação de biofilme in situ. Além disso, este trabalho integra 

nanotecnologia e microbiologia, levando a possibilidade de avanços na formulação 

de um novo tipo de material odontológico com propriedades antimicrobianas. 
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