ANA HELENA PEREIRA BARBOSA

Analise microbiolégica de uma resina acrilica para base protética contendo

nanoparticulas de prata antes e apés armazenamento em agua deionizada

ARACATUBA- SP
2012



ANA HELENA PEREIRA BARBOSA

“Analise microbioldgica de uma resina acrilica para base protética contendo

nanoparticulas de prata antes e apés armazenamento em agua deionizada”

Trabalho de Conclusédo de curso
apresentado como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Bacharel em
Odontologia pela Faculdade de Odontologia
de Aragatuba, Universidade Estadual

Paulista "Julio de Mesquita Filho™

Orientadora:

Profa. Dra. Debora Barros Barbosa.

ARACATUBA- SP
2012



Dedicatoria

Dedico esta monografia a duas pessoas fundamentais em minha vida, Marcia
Janduzzo e Jodo Batista, que estiveram a meu lado a todo instante, alimentaram
minha alma, e fortaleceram a minha vida com muito amor e dedicagcédo. Tenho muito
orgulho de té-los como pais, tenho muita satisfacdo de chama-los de pais, pois tudo

devo a vocés, simplesmente devo a minha vida.



Agradecimentos

A Deus que fortalece minha alma, que acalma e transforma meus medos e

insegurangas em certezas absolutas.

Aos meus pais € meu noivo que jamais sairam do meu lado, sempre me amando e

respeitando minhas decisdes.

A querida professora e orientadora Profa. Dra. Debora Barros Barbosa, por ter
dividido seus conhecimentos, pela sua atencdo, amizade, carinho, conteudo

cientifico cedido e por toda dedicacao e incentivo para o andamento desse trabalho.

A Aline Satie Takamiya por toda ajuda, dedicacéo, amizade, carinho. Palavras n&o
fazem jus ao que vocé representou em minha vida em todo esse percurso, ndo
conseguiria escrever em poucas palavras tudo o que vocé significou para minha

evolugao cientifica, serei eternamente grata.

Ao Douglas Roberto Monteiro por me ajudar, sempre amigo e carinhoso. Obrigada

por tudo que fez por mim.



“Se enxerguei mais longe, foi porque me apoiei sobre os ombros de gigantes”

Isaac Newton



BARBOSA AHP. Analise microbiolégica de uma resina acrilica para base
protética contendo nanoparticulas de prata antes e apés armazenamento em
agua deionizada. 2012 39 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagao) -

Faculdade de Odontologia, da Universidade Estadual Paulista, Aragcatuba 2012.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi verificar a atividade antimicrobiana de
nanoparticulas de prata em resina acrilica a base de poli metil metacrilato (PMMA)
contendo nanoparticulas de prata frente a Candida albicans logo apds a confecgao
dos corpos de prova (t0) e apds 30 dias de armazenamento em agua deionizada
(t30). Utilizou-se a resina acrilica termopolimerizavel Lucitone 550 e as
nanoparticulas de prata foram sintetizadas por meio da redugao dos ions prata do
nitrato de prata pelo citrato de sédio. A forma e o tamanho das particulas foram
confirmados por microscopia eletronica de varredura (MEV) e de transmisséo (MET),
tendo-se obtido nanoparticulas na forma esférica com tamanhos médios de 5 e 10
nm. A resina acrilica foi proporcionada de acordo com as instrugdes do fabricante e
as nanoparticulas de prata foram adicionadas ao componente liquido da resina
acrilica nas concentracdes de 0,5% e 5% baseadas na massa do polimero. Apés a
confeccdo, os corpos de prova foram esterilizados por radiacdo de Co-60. Foi
analisada a formacao de biofiime de Candida albicans sobre a superficie do poli
(metil metacrilato)/prata (PMMA/Ag) por meio da quantificacdo de Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC). Os resultados mostraram que no tempo t0 a
presenca de nanoparticulas de prata reduziu a formacédo de biofiime em todos os
grupos em relagdo ao controle. Apdés 30 dias de armazenamento em agua
deionizada foi observada redugcao somente para os grupos com nanoparticulas de
tamanho 5 e 10 nm na concentragao 0,5%. Ao comparar os grupos antes e apés o
armazenamento em agua deionizada, notou-se que somente 0 nanocompdésito
contendo particulas de 10 nm na concentragao 0,5% reduziu a formacgao de biofilme

apo6s o armazenamento em agua. Concluiu-se que a incorporacao de nanoparticulas



de prata a resina acrilica previamente ao armazenamento em agua deionizada
reduziu a adesado fungica para todos os grupos em relagdo ao controle. Apos o
armazenamento em agua deionizada, o nanocompésito reduziu a formagao de
biofilme para os grupos com nanoparticulas de tamanho 5 e 10 nm na concentragao
de 0,5%, sugerindo que agao antimicrobiana do nanocomposito inibe o

desenvolvimento de biofilme de Candida albicans.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Polimetil Metacrilato. Candida albicans. Prata.

Estomatite protética. Protese total.
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ABSTRACT

The aim of this study was to verify the antimicrobial activity of a poly (methyl
methacrylate) acrylic resin containing silver nanoparticles against Candida albicans.
The heat-polymerized acrylic resin Lucitone 550 was used and the silver
nanoparticles were synthesized through the reduction of silver ions of silver nitrate by
sodium citrate. The shape and size of the particles were confirmed by scanning
electron microscopy (SEM) and transmission electron microscopy (TEM), and
showed spherical particles with medium size of 5 and 10 nm. The acrylic resin was
proportioned according to the manufacturer’s instructions and the silver nanoparticles
colloid solution was added to the liquid of the acrylic resin at 0.5% and 5% based on
the polymer mass. After being processing, the specimens were sterilized by Co-60
radiation. Candida albicans biofilm formation on the surface of the polymer was
assessed by enumeration of Colony Forming Units (CFUs). Results demonstrated
that at tO the addition of silver nanoparticles reduced the biofilm formation compared
to the control group. After 30 days of storage in deionized water, it was observed
reduction on biofilm formation for groups containing silver nanoparticles 5 and 10 nm
at 0.5% compared to control. Comparing the groups before and after storage in
deionized water, it was observed that only the nanocomposite containing silver
nanoparticles 10 nm at 0.5% (t1) reduced Candida albicans biofilm formation. It was
concluded that the addition of silver nanoparticles to denture base resin previously to
storage in deionized water reduced biofilm formation compared to control. After
storage in deionized water, the incorporation of silver nanoparticles (5 and 10nm) at
0.5% into acrylic resin reduced biofilm formation suggesting potential antimicrobial
effect against Candida albicans.
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1 - INTRODUGAO

Candida albicans e outras espécies de Candida sdo componentes comuns da
microbiota humana intestinal e oral'. Sobre certas condigdes predisponentes esses
microrganismos podem se converter em patdgenos oportunistas que causam desde
doencas superficiais a sistémicas’#56. Alguns fatores como hipossalivagéo, higiene
oral inadequada, diabetes mellitus, uso continuo de proteses e de antibidticos e
condicbes de imunossupressdao constituem os fatores predisponentes para a
infecgdo por Candida spp "°7°.

A candidose oral pode ser classificada em primaria ou secundaria. A forma
primaria se divide em aguda, crénica e lesbes associadas a Candida. Dentro da
forma aguda ha a candidose pseudomembranosa e a eritematosa; a forma crénica
pode ser dividida em hiperplasica e eritematosa; e entre as lesbes associadas a
Candida temos a queilite angular, a glossite rombdide mediana, o eritema gengival
linear e a estomatite protética (5); sendo que esta ultima atinge de 25 a 65% dos
pacientes usuarios de proteses com base em resina acrilica """

Diversos estudos tém mostrado que a quantidade de células fungicas
presente na cavidade oral aumenta quando os pacientes sao portadores de
aparelhos ortoddnticos, proteses totais ou parciais removiveis *'>'. Também ¢é
sabido que a adeséo fungica a superficie de resina acrilica de proteses constitui uma
importante etapa para a colonizagdo e inicio da infeccdo por Candida spp na
estomatite protética>>®'*'°. Essa adesdo é favorecida pela hidrofobicidade relativa
da superficie do poli(metil metacrilato) (PMMA) e pelo dimorfismo apresentado pelos
fungos 91618
De maneira geral, o desenvolvimento de um biofilme envolve quatro etapas:
primeiro ocorre a adesao dos microrganismos a superficie, depois, uma discreta
formacao de colbnias e organizagao de células; em seguida, ocorre a secrecao de
matriz extracelular (polissacarideos) e maturagdo de uma estrutura tridimensional; e

19-21

por ultimo, a disseminacédo de células . Uma vez estabelecido o biofilme sobre

qualquer que seja a superficie, os microrganismos comecam a apresentar

caracteristicas Unicas, como a tolerancia a agentes antimicrobianos'?2%%2,
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Atualmente, os agentes antimicrobianos mais utilizados no tratamento de
infeccbes fungicas s&o aqueles com polieno (anfotericina B), triazol (fluconazol,
itraconazol, voriconazol, posaconazol) ou equinocandinas (caspofungina,
micafungina, anidulafungina) 2. Entretanto, a administracdo desses antifiingicos é
frequentemente acompanhada de varias complicagbes como a toxicidade e as
interacdes medicamentosas 2.

E diversos estudos tém mostrado que a prata (Ag) exibe uma forte atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos,

2426 incluindo cepas resistentes, podendo ser

protozoarios, e certos tipos de virus
considerada como um potencial agente antifiingico?*?*?*?”. Devido aos mecanismos
de acao da Ag que envolvem a interacdo com componentes citoplasmaticos e acidos
nucléicos, inibicdo de enzimas da cadeia respiratéria e alteracdo na permeabilidade
da membrana plasmatica, a probabilidade do desenvolvimento de resisténcia dos
microrganismos é menor?>%32,

Nanoparticulas sdo particulas menores que 100 nm?® e que exibem uma area
de superficie maior que a correspondente na forma convencional. Ainda, o pequeno
tamanho frequentemente resulta em uma maior reatividade e alteracédo de
propriedades de superficie que podem ser exploradas em uma variedade de
produtos como cosméticos, dispositivos médicos, etc 2.

Estudos tém mostrado que nanoparticulas de Ag possuem potencial
antimicrobiano contra bactérias e fungos 22232272334 Kim KJ et al % ao avaliar a
agao de nanoparticulas de Ag com forma esférica e tamanho médio de 3 nm
encontraram que as mesmas inibiram células de Candida albicans de forma
semelhante a anfotericina B, e causaram menos lise de eritrocitos que a anfotericina
B na mesma concentracdo. Segundo os autores, as nanoparticulas de Ag agiram
rompendo a membrana celular plasmatica e inibindo processos normais da célula
fungica 2

Considerando estes achados prévios e pensando no controle de biofilme
sobre materiais odontologicos, tem sido uma tendéncia a incorporagdo de agentes
antimicrobianos como a prata a materiais poliméricos como a resina acrilica.

Varios trabalhos 3**° tém avaliado a incorporacdo e liberagdo de Ag* a

l. 40

polimeros. No experimento de Yu e col. ™, nanoparticulas de Ag adicionadas ao poli
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(metil metacrilato) para base protética, liberaram lentamente Ag” em saliva artificial
até o 27° dia de imersdo. Depois disso, a velocidade de liberacdo aumentou
rapidamente e em seguida permaneceu lenta até o final do experimento (54 dias).

Em nanofibras de PMMA cobertas com nanoparticulas de Ag, Kong et al.*’
observaram que apdés 6 meses de imersdo em agua destilada a maioria das
nanoparticulas de Ag foi liberada. As analises por MET comprovaram essa liberagao,
evidenciando a superficie da nanofibra totalmente coberta pelas particulas de prata
antes da imerséo e, apds o armazenamento em agua, somente poucas particulas
permaneceram aderidas a superficie deste material.

Pensando-se assim, a incorporagdo de nanoparticulas de Ag ao PMMA
poderia ser considerada como uma possivel medida de prevengao para estomatite
protética em pacientes portadores de préteses com base em resina acrilica, uma vez
que as mesmas apresentam baixa toxicidade as células humanas, possuem agao

antimicrobiana em baixas concentracdes (unidades mg/L) 2>

25,43

e o custo para sua
produgao pode ser considerado baixo

Dessa forma, o objetivo da presente pesquisa foi adicionar nanoparticulas de
Ag a uma resina acrilica a base de poli (metil metacrilato) e verificar a atividade
antimicrobiana do nanocompdésito PMMA/Ag para Candida albicans, em um periodo

inicial (tp) e apds 30 dias armazenamento em agua deionizada (t3p).
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2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - Sintese e caracterizagao do coldide de nanoparticulas de prata

O método de sintese empregado foi baseado no proposto por Turkevich et
al.**. Nanoparticulas de Ag coloidal foram sintetizadas pela reducdo de ions prata
(Ag’) do nitrato de prata (AgNO3) (Merck KGaA, Darmstadt, Hesse, Alemanha) pelo
citrato de sodio (NasCegHs07) (Merck KGaA, Darmstadt, Hesse, Alemanha) com
relagbes estequiométricas de 1:3, respectivamente. Em um baldo de fundo redondo,
100 mL de solugdo de AgNOs; (1,0 x 10 mol.L™) foram aquecidos até a temperatura
de 97°C e em seguida adicionou-se 20 mL de solucéo de citrato de sodio (1,5 x 107
mol.L™") com pH entre 8,0 e 8,5. A mistura foi mantida sob agitagdo magnética e
aquecimento a 97°C por aproximadamente 10 minutos, até o aparecimento da
coloragcdo amarelo ambar, que evidencia qualitativamente a formagdo de
nanoparticulas de Ag.

Durante o processo de sintese, a formacdo das nanoparticulas foi
acompanhada por espectroscopia de absorgdo na regido do Ultravioleta/Visivel
(UV/Vis) (Espectrofotbmetro Shimadzu MultSpec-1501, Shimadzu Corporation,
Toquio, Japao), para isto foi montado um sistema composto por uma bomba
peristaltica e uma cubeta de analise adaptada de forma a proporcionar a analise on-
line da reacdo de formagédo das nanoparticulas pela banda plasmon, na regido de
190 a 800nm. As nanoparticulas de Ag também foram caracterizadas
qualitativamente por difracdo de raios-X (Difratdmetro Rigaku DMax-2000PC, Rigaku
Corporation, Toéquio, Japdo) com anodo rotatério e radiagdo CuKy (A = 1,5418 A)
para que se conhecesse a estrutura cristalina das mesmas. O difratbmetro de raios-
X operou na faixa 26 de 20 a 110 graus, voltagem de 40 KV, corrente de 40 mA,
fenda divergente de 1,0 mm, fenda de coleta de 0,2 mm e acumulagao para leitura a
cada 0,02 segundo. A amostra foi preparada gotejando o coldéide sobre um substrato
de silicio e aguardando-se a secagem do mesmo a temperatura ambiente.

A forma e a distribuicdo do tamanho das particulas (5 e 10 nm) foram
confirmadas a partir de imagens de MEV e de MET (microscépio eletronico FEG-VP

Supra 35, Carl Zeiss, Jena, Turingia, Alemanha).
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2.2 - Adicao da solugao coloidal de nanoparticulas de prata ao PMMA e

processamento da resina acrilica

Para obtencao dos corpos de prova foram confeccionados moldes em silicone
para inclusdo por meio de uma matriz metalica com diametro interno de 21 mm e
altura de 6 mm, apresentando no seu interior uma réplica macica em metal do
modelo de resina acrilica. Essa réplica de metal foi localizada centralmente no
interior da matriz e apresentou didmetro de 10 mm e altura de 3,0 mm. Os moldes
em silicone foram obtidos pela condensacao manual desse material e aguardou-se a
polimerizagao final do silicone.

Somente para os grupos que ficaram armazenados em agua deionizada por
um periodo de 30 dias, apds a obtencao dos moldes, os mesmos foram perfurados
com uma agulha para a passagem de um fio de silicone previamente a inclusao.

Os moldes foram fixados com adesivo (Cola Tenaz Loctite, Henkel Ltda, Sao
Paulo, Sdo Paulo, Brasil) sobre uma lamina de vidro retangular (75 mm x 45 mm x 5
mm) e seu interior foi preenchido com cera utilidade (Wilson, Polidental Ind. e Com.
Ltda, Cotia, Sao Paulo, Brasil).

O conjunto lamina de vidro + moldes em silicone foi incluido em mufla
metalica com gesso pedra tipo lll. Apds o gesso tomar presa, outra lamina de vidro
com as mesmas dimensdes citadas anteriormente foi posicionada sobre os moldes
ja incluidos em gesso e fixada com cera utilidade. A contra-mufla foi entédo
preenchida com gesso pedra tipo Ill e o conjunto foi levado para uma prensa
hidraulica para eliminacdo dos excessos de gesso. Apds a presa do gesso a mufla
foi aberta, a cera removida do interior dos moldes e a superficie do vidro foi limpa
com acetona pura (Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda, Diadema, Sao Paulo,
Brasil).

A resina acrilica Lucitone 550 foi proporcionada de acordo com as instrugdes
do fabricante. Para cada corpo de prova utilizou-se a proporgéo de 4 g de p6/ 1,9
mL de liquido. Com auxilio de uma pipeta automatica (Acura electro 925, Socorex
Isba S/A, Ecublens, Lausanne, Suiga), a solugdo contendo as nanoparticulas de Ag
com tamanhos médios de 5 e 10 nm foi adicionada ao componente liquido da resina
acrilica nas concentracdes de 0% (0 pL), 0,5% (20 pL) e 5% (200 pL) baseadas na
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massa do polimero (4g).

Esses materiais foram misturados com espatula 36 (Millenium, Golgran Ind. e
Com. de Instrumental Odontolégico Ltda, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil) no interior de
potes de vidro e, ao atingir a fase plastica, a resina acrilica contendo as
nanoparticulas de prata foi condensada no interior dos moldes em silicone. Na
sequéncia, a mufla foi fechada e levada sob a prensa hidraulica. Realizou-se uma
prensagem inicial para eliminagao dos excessos de resina acrilica e uma prensagem
final. A carga utilizada durante a prensagem inicial foi de 0,5 tonelada e na
prensagem final cargas graduais de 0,5, 0,8 e 1 tonelada. Ao atingir-se 1 tonelada
de pressao, a mufla foi mantida sob a prensa por 30 minutos.

Posteriormente, a mufla foi retirada da prensa hidraulica, colocada em uma
prensa de méao (Dentaria Campineira Ltda, Campinas, Sao Paulo, Brasil) e levada
para a polimerizagdo em banho de agua quente por 1,5 horas a 73°C seguidos de
30 minutos a 100°C em uma termopolimerizadora automatica (Termopolimerizadora
Solab, Solab Equipamentos para Laboratério Ltda, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil).
Apos a polimerizacdo, a mufla foi resfriada sobre bancada por uma noite e os
espécimes desincluidos. Para cada concentracdo e tamanho foram confeccionados

trinta espécimes para os grupos de tp.e t3p de acordo com a tabela 1.

Tabela 1. Numero de corpos de prova confeccionados de acordo com o tamanho médio e
concentragcdo de nanoparticulas de prata adicionadas a resina acrilica e tempo de armazenamento
em agua deionizada.

Tamanho médio das Concentragoes de Numero de corpos Numero de corpos
nanoparticulas de nanoparticulas de de prova em de prova em
prata adicionadas a  prata adicionadas a triplicata (n=30) triplicata (n=30)
resina acrilica resina acrilica to t3o
0 nm 0% 30 30
5nm 0,5% 30 30
5% 30 30
10 nm 0,5% 30 30
5% 30 30

to (Tempo 0) a andlise microbiolégica foi realizada logo apés a confeccdo dos espécimes sem
armazenamento em agua deionizada; t3p (Tempo 30 dias) a analise microbioldgica foi realizada apés
30 dias de armazenamento em agua deionizada a 37°C sob agitagdo a 100 rpm.
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Apo6s a desinclusido, os corpos de prova foram submetidos a acabamento
para remogao das irregularidades das bordas, com auxilio de um micromotor e fresa
de tungsténio (mini cut). Foram realizadas trés medigdes da altura e do diametro dos
espécimes com um paquimetro digital (Paquimetro Digital Absolute Digimatic,

Mitutoyo Sul Americana Ltda, Santo Amaro, Sdo Paulo, Brasil).

2.3 - Armazenamento dos espécimes por 30 dias em agua deionazada (t30)

Os fios de silicone pelos quais os espécimes estavam presos foram fixados
com cola quente nas tampas de tubos de polipropileno e cada corpo de prova foi
imerso em 10 mL de agua deionizada no interior destes tubos. Na sequéncia, os
tubos foram mantidos a 37°C sob agitagdo em um agitador orbital (Tecnal TE 420,
Tecnal Equipamentos para Laboratérios Ltda, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) por um
periodo de tempo de 30 dias (t30). O agitador operou 6 horas seguidas por dia a uma

velocidade de 100 rpm durante 30 dias.

2.4 - Esterilizagao dos espécimes

Previamente aos ensaios microbioldgicos, todos os modelos foram
submetidos a esterilizacdo por radiacdo com uma fonte de Co-60 tipo “Gammacell
220” com dose de 25kGy. Este procedimento foi realizado no Instituto de Pesquisas

Energéticas e Nucleares (IPEN).

2.5 - Microrganismo e condi¢goes de crescimento

A cepa de Candida utilizada neste estudo foi a Candida albicans (ATCC 1031)
proveniente do Instituto Adolfo Lutz — Divisdo de Biologia Médica, Sao Paulo, SP,
Brasil. Previamente a cada ensaio, os microrganismos foram cultivados a 37°C por
24h em Agar Sabouraud Dextrose (ASD) (Becton Dickinson France SAS, Le Pont de
Claix, France), apos este periodo, uma algada de microrganismos foi adicionada em

10 mL de NaCl 0,9% para a obtencdo de um inéculo a uma concentragao de 1,1 x
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10" UFC ml™" ajustada a partir da densidade 6ptica (ODggs1) @ 530 nm com auxilio de

um espectrofotdmetro (Shimadzu Corporation, Nakagyo-Ku, Kyoto, Jap&o).

2.6 - Andlise da acao antimicrobiana do nanocompésito PMMA/Ag -

quantificacao de Unidades Formadoras de Coldnias

A atividade antimicrobiana do PMMA/Ag contra a formagédo de biofilme de
Candida albicans antes e apds o armazenamento em agua deionizada foi analisada
por meio da quantificacdo de Unidades Formadoras de Colbnias. Os corpos de
prova foram adicionados a tubos de ensaio contendo 9,9 mL de Sabouraud Dextrose
Broth (SDB) (Becton Dickinson France SAS, Le Pont de Claix, France) e 0,1 mL do
inoculo a uma concentragdo de 1,1 x 10’ UFC/ml ajustada a partir da densidade
optica (ODggs1) @ 530 nm com auxilio de espectrofotbmetro. Apds 24 horas de
incubacado a 37°C em condigdes de aerobiose, os modelos foram assepticamente
removidos dos tubos e lavados por cinco vezes através da imersdo em NaCl 0,9%
estéril com o objetivo de remover microrganismos fracamente aderidos a superficie
do polimero.

Os corpos de prova foram entéo, transferidos para 10 mL de NaCl 0,9% e
agitados em vortex durante 1min para remogdo do biofiime formado sobre a
superficie da resina. Diluicdo decimal seriada foi imediatamente preparada e a
diluicdo a 10™ foi semeada em ASD. Apds um periodo de 48 h de incubagao, o total
de Unidades Formadoras de Colbnias foi quantificado. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata e em trés vezes independentes



23

3 RESULTADOS

3.1. - Sintese e caracterizagao do coléide de nanoparticulas de prata

Um indicio da formagado de nanoparticulas de Ag foi a coloragdo amarelo
ambar observada na solugao instantes apds a etapa de adigdo do agente redutor. O
espectro de absor¢ao UV/Vis do coldide mostrou uma banda plasmon caracteristica

de nanoparticulas de Ag, com maximo em aproximadamente 430 nm (Figura 1).

—— Plasmon de absorg¢ao
de NPs de prata

Absorbancia
_O
B
1

300 42?comg%(r)nentc??i% ondgogm) 800

Figura 1. Grafico de absorbancia versus comprimento de onda do colbide obtido a partir da reagéo de
reducdo da prata pelo citrato de sédio na temperatura de 97°C. O gréfico mostra a banda plasmon de
absorgao caracteristica de nanoparticulas de prata.

As imagens de MEV (Figura 2) e de MET (Figura 3) confirmaram a forma
esférica das particulas e evidenciaram nanoparticulas de Ag com didmetros médios
de 5 e 10 nm em uma concentragao de 539,5ug de Ag/mL na solugao coloidal.

A difragcao de raios-X também confirmou a presenga de nanoparticulas de Ag
com estrutura cristalina cubica (Joint Committee on Powder Diffraction Standards 04-
0783). De acordo com a Figura 4, os picos de difragcdo de raios-X de
aproximadamente 38,5°, 44,5°, 64,8° e 78° podem ser atribuidos aos planos

cristalograficos (111), (200),
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Figura 2. MEV das nanoparticulas de prata sintetizadas via redugéo dos ions prata do nitrato de prata
pelo citrato. O substrato de silicio foi degradado por KOH por 2 horas e a prata coloidal foi depositada
sobre o substrato e secada para se obter a imagem. Essa técnica ilustra claramente a forma e o
tamanho das nanoparticulas de prata. a) os pontos claros representam nanoparticulas de prata com
tamanho médio de 5 nm. Aumento: 90,75 Kx; b) os pontos claros representam nanoparticulas de
prata com tamanho médio de 10 nm. Aumento: 90,75 Kx.
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20 Figura 4.
Difratograma de raios-X das nanoparticulas de prata em substrato de silicio com seus planos
de reflexdo indexados.

3.2 - Corpos de prova de resina acrilica

Apo6s a obtencdo e acabamento dos corpos de prova foram realizadas trés
mensuragdes do diametro e da altura dos mesmos com auxilio de um paquimetro
digital (Paquimetro Digital Absolute Digimatic, Mitutoyo Sul Americana Ltda, Santo
Amaro, Sao Paulo, Brasil). A média da altura dos modelos dos grupos t, foi de 3,6
cm, com coeficiente de variacdo 0,05, e a média do diametro foi de 10,4 cm com
coeficiente de variacao 0,09. Os corpos de prova dos grupos t3p apresentaram média
de diametro 9,65 cm, com coeficiente de variagao 0,02 e média de altura de 3,53 cm,

com coeficiente de variacao 0,05.
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3.3 - Analise da acado antimicrobiana do nanocompédsito PMMA/Ag -

quantificacao de Unidades Formadoras de Colénias — grupos t0 e t30

Os resultados indicaram que a adigdo das solugbes coloidais de
nanoparticulas de Ag de tamanhos médios 5 e 10 nm a resina acrilica nas
concentragcbes de 0,5% e 5% reduziram a formacédo de biofilme na superficie do
nanocompdsito, quando comparado com o grupo controle no tempo ty (Tabela 2). A
maior redugao na formacgao de biofilme entre os grupos que nao ficaram imersos em
agua deionizada (ty) foi observada para o nanocompdsito em que adicionou-se
nanoparticulas de tamanho médio de 5 nm na concentragdo 0,5% (13,95 x 10?
UFC/mL). Por outro lado, a adigdo nanoparticulas de Ag de tamanho 10 nm na
concentragéo 5% foi a que mostrou menor redugdo no desenvolvimento de biofilme
de Candida albicans sobre a superficie do nanocompasito (Tabela 2).

Para os grupos que foram submetidos ao armazenamento em agua
deionizada (t3p) observou-se que a adicdo de nanoparticulas de Ag de tamanhos
médios 5 e 10 nm na menor concentragdo (0,5%) reduziu a formagao de biofilme
fungico em comparagao com o grupo controle (Tabela 2).

Ao se comparar os grupos nos tempos t0 e t30 foi possivel notar uma redugao
na formagao de biofilme sobre a superficie polimérica apdés o armazenamento em
agua para os grupos em que adicionou-se nanoparticulas de 10 nm a uma
concentracdo de 0,5%. Ainda, o nanocompdsito contendo nanoparticulas de
tamanho 10 nm em concentragao 5% mostrou um valor muito préximo nos tempos t0

e t30, 26,56 x 102 UFC/mL e 26,96 x 102 UFC/mL, respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2. Média do numero de UFC/mL e Desvio Padrdo para as diferentes concentragbes e
tamanhos de nanoparticulas de prata adicionadas a resina acrilica (grupos t, e t3g), obtidos a partir do
ensaio de quantificagdo de Unidades Formadoras de Colbnias.

Tempo de C tracao (% . .
armaze:amento Taman!w das d::(:\r(‘)pr::'}t?:u(laos) Medlf C.io Numero de
em égua nanoparticulas de adicionadas a Col6nias (UFC/mL)
deionizada prata (nm) esina (Desvio Padrao)
(o)
to 0 (Controle) 0% 33,80 x 102 (2,77)
(o)
t 5 nm 0,5% 13,95 x 10? (1,35)
(o)
5% 16,44 x 10? (1,4)
(o)
to 10 nm 0,5% 16,22 x 102 (1,36)
5% 26,56 x 102 (2,19)
(o)
t30 0 (Controle) 0% 23,18 x 102 (3,28)
(o)
tao S nm 0,5% 20,73 x 10% (0,51)
(o)
5% 24,80 x 10% (1,59)
o 10 nm 0,5%

11,11 x 102 (0,5)

5% 26,96 x 10° (1,71)
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4. DISCUSSAO

O presente trabalho analisou a atividade antimicrobiana de uma resina acrilica
para base protética contendo nanoparticulas de Ag sobre o microrganismo Candida
albicans antes e apds armazenamento em agua deionizada por um periodo de 30
dias.

Os resultados mostraram que a incorporacdo de nanoparticulas de Ag ao
PMMA reduziu a formagcao de biofilme de Candida albicans sobre a superficie da
resina acrilica no tempo tp, para todos os grupos em comparagao ao controle. No
periodo t3, para os grupos em que foram adicionados nanoparticulas de Ag de
tamanho 5 e 10 nm, somente a menor concentragdo (0,5%) apresentou acgao
antimicrobiana reduzindo a formagao de biofilme em relagdo ao grupo controle no
mesmo periodo.

O processo de adesao de Candida spp a superficie de resinas acrilicas para
base protética ¢ complexo 3. Fatores como pobre higiene oral e das préteses, baixo
pH sob as mesmas, dieta rica em carboidratos, superficie da célula fungica
constituida basicamente de manoproteinas e [ glicanos que conferem
caracteristicas anibnicas aos fungos, a hidrofobicidade fungica, a energia livre de
superficie da resina acrilica envolvendo forgas eletrostaticas de atragcao e repulsao,
interferem na ades3o e colonizagdo por Candida spp 25947

A hidrofobicidade do substrato tem sido considerada um dos fatores mais
significantes no processo de adeséao inicial do fungo e, portanto, no desenvolvimento
do biofilme sobre superficies poliméricas %1% A presenca das nanoparticulas de
Ag pode ter alterado caracteristicas fisico-quimicas da resina acrilica interferindo na
hidrofobicidade de superficie do polimero, inibindo a formacado de biofilme sobre o

mesmo. Biirgers e col %

ao incorporar microparticulas de Ag a uma resina composta
observaram que as mesmas tornaram a resina mais hidrofobica e o grau de
hidrofobicidade foi dependente da concentracdo de microparticulas adicionadas,
aumentando com o aumento da concentracdo de prata. Contrariamente, Dhir et al.
(10) ao adicionar uma carga aniénica (mondmero com radicais fosfato) ao PMMA

observaram um aumento da hidrofilia do material, apesar de nao terem testado a
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adesdo microbiana a este substrato. Acredita-se que o comportamento de
nanoparticulas de Ag em tamanhos bem reduzidos seja semelhante ao de ions Ag”,
o que reforca a possibilidade de ter ocorrido um aumento da hidrofilia do
nanocompdsito, e consequentemente uma reducao na formagao de biofilme sobre o
mesmo, uma vez que o microrganismo Candida albicans pode ser considerado uma
espécie mais hidrofilica com angulos de contato entre 23 e 51°. Em outras palavras,
parte do potencial antimicrobiano do nanocompdsito observado neste estudo poderia
ser atribuido ao efeito da prata sobre a hidrofobicidade do substrato.

Tanto para os grupos que ficaram armazenados em agua deionizada (tso)
como para 0s que nao passaram por armazenamento (tsp) houve uma menor
atividade antimicrobiano quando se adicionou a maior concentragdo (5%) de
nanoparticulas de Ag a resina acrilica. Uma das explicacbes para esse resultado
poderia estar relacionada com as caracteristicas fisico-quimicas do substrato que
interfeririam na quantidade e qualidade da adesédo de microrganismos a superficie,
sendo a rugosidade uma das caracteristicas dominantes neste sentido >'°. Altos
valores de rugosidade de superficie tém mostrado promover a adesido de
microrganismos a materiais odontoldgicos, entretanto, valores de rugosidade abaixo
de 0.2um nao interferem diretamente sobre a adesdo microbiana.

No presente trabalho, a rugosidade de superficie dos espécimes de resina
acrilica foi controlada, uma vez que as mesmas apresentaram-se bastante lisas apos
0 processamento entre duas placas de vidro e a sua interferéncia na adesao
microbiana pode ter sido reduzida. Entretanto, a adicdo de coldide de nanoparticulas
na maior concentragéo (5%) em ambos os tamanhos causou uma redugédo visual no
brilho de superficie dos corpos de prova, o que poderia ser um indicativo de
alteragdo da topografia, que consequentemente pode ter interferido na adeséao
microbiana impedindo uma maior atividade antimicrobiano nestes grupos.

Ainda, frente a esses resultados, supomos que pode haver uma concentragao
limite de nanoparticulas de Ag capaz de causar inibicdo da adesdo microbiana e
consequentemente na formagao de biofiime, e que a adicdo de concentragdes
superiores pode ndo promover os efeitos esperados ou mesmo causar um aumento

da adesao de microrganismos sobre a superficie do polimero.
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A maior adesdo fungica a superficie do nanocompdsito com maior
concentracdo de nanoparticulas pode ter ocorrido também devido a dificuldade de
homogeneizagao do coldide de nanoparticulas de Ag na massa de resina durante o
processamento laboratorial, fato que foi observado durante a manipulagao da resina
com maior concentragado de coloide incorporado. Essa homogeneizacéo dificultada
pode ter impedido a dispersdo das nanoparticulas promovendo uma maior
agregacao o que possivelmente levaria as particulas aglomeradas a se comportarem
de maneira unica, como uma massa, deixando de assumir a sua caracteristica de
acao antimicrobiana com alta reatividade em pequenos tamanhos 22,

Ao compararmos os resultados antes e apds o armazenamento em agua
deionizada podemos notar que somente a adigdo de nanoparticulas de Ag de
tamanho 10 nm na concentragao 0,5% mostrou redugédo da adesao microbiana apés
os 30 dias de armazenamento. Durante o periodo de armazenamento, pode ter
ocorrido liberagdo de nanoparticulas de Ag oriundas das camadas mais superficiais
do nanocomposito e a dissolugcdo destas nanoparticulas no meio aquoso ¥, fazendo
com que as particulas nao estivessem mais disponiveis na superficie quando da
realizacao do teste microbioldgico apds 30 dias de imersao.

Embora o mecanismo de ac&o antimicrobiano da Ag, especificamente na
forma de nanoparticulas, ainda ndo esteja totalmente claro na literatura, o fato de

alguns trabalhos relatarem que tanto ions Ag 2°30:3334

23,25,29

como nanoparticulas de Ag
agiriam comprometendo a integridade da membrana plasmatica de células

22,23,25

fungicas e que a Ag, por apresentar um tamanho nanométrico, penetraria

através da membrana celular do microrganismo e alteraria seu metabolismo celular,

podendo levar a célula & morte ?*%

, reforca os resultados observados no presente
estudo em que houve menor agado antimicrobiana nos grupos que ficaram
armazenados em agua deionizada. As particulas presentes na superficie do
nanocomposito podem ter sido liberadas durante o periodo de armazenamento,
mesmo que em quantidades muito reduzidas, e este periodo pode ter sido
insuficiente para permitir a migragdo das particulas das regides mais internas do
espécime para a superficie.

Assim, somente a adicdo das menores concentracdes de nanoparticulas de

Ag ao PMMA foram as que mostraram maior potencial antimicrobiano biofilme de
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Candida albicans tanto antes como apdés o armazenamento em agua, podendo
futuramente se considerada uma opc¢ao para prevencao de estomatite protética,
trazendo beneficios para pacientes reabilitados com préteses com base em resina
acrilica, especialmente para aqueles que ndo seguem um adequado protocolo de
higienizacéo.

Uma vez que este estudo avaliou somente um tipo de resina acrilica, uma
unica espécie de microrganismo e duas concentracbes de nanoparticulas de Ag,
estudos futuros para analisar o efeito de outras concentragbes de nanoparticulas de
Ag, outros tipos de resina sobre diferentes tipos de biofilmes s&o fortemente
recomendados.

Dentro das limitagbes, o presente estudo mostrou que a incorporagéo de
nanoparticulas de Ag a resina acrilica previamente ao armazenamento em agua
deionizada reduziu a formacdo de biofiime para os grupos com particulas de
tamanho 5 e 10 nm e concentragdes de 0,5% e 5%. Apdés o armazenamento em
agua deionizada o nanocompésito reduziu a formagao de biofilme fungico para os
grupos com nanoparticulas de tamanho 5 e 10 nm na concentracédo de 0,5%,
sugerindo uma acao antimicrobiana do nanocompdsito no que diz respeito ao

controle no desenvolvimento de biofilme de Candida albicans.
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