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Takamiya AS Adicdo de nanoparticulas de prata ao Poli (metil metacrilato) —
Andlise microbioldgica [dissertacdo]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia da

Universidade Estadual Paulista; 2010.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi verificar a atividade antimicrobiana de uma
resina acrilica a base de poli (metil metacrilato) (PMMA) contendo nanoparticulas

de prata frente ao microorganismo Candittsicans Utilizou-se a resina acrilica

termopolimerizavel Lucitone 550 e as nanoparticulas de prata foram sintetizadas
por meio da reducédo dos ions prata do nitrato de prata pelo citrato de sodio. A
forma e o tamanho das particulas foram confirmados por microscopia eletrénica
de varredura (MEV) e de transmisséo (MET), tendo-se obtido particulas na forma
esférica e com tamanhos médios de 5 e 10 nm. A resina acrilica foi proporcionada
de acordo com as instru¢des do fabricante e a solucao coloidal de nanoparticulas
de prata foi adicionada ao componente liquido da resina acrilica nas concentracdes
de 0,05%, 0,5% e 5% baseadas na massa do polimero. ApGs o0 processamento, 0S
espécimes foram esterilizados por radiacdo de Co-60. Foram analisados a adeséo

de microorganismos a superficie do poli (metil metacrilato)/prata (PMMA/AQ) e a

formacao de biofilme por Candigdbicanssobre a superficie polimérica atraves

de microscopia de luz e de MEV. Os resultados mostraram reducéo
estatisticamente significanteP (< 0,05) da adesdo de microorganismos a
superficie do nanocompaosito para os grupos com 0,05 e 0,5% de nanoparticulas

de prata com tamanho de 5nm quando comparados ao grupo controle. A



microscopia de luz ndomostrou diferenca na formacao de biofilme entre os grupos
dos nanocompoésitos e o grupo controle. A MEV sugeriu uma reducdo na
quantidade de células na superficie dos grupos contendo nanoparticulas de prata,
especialmente até 12 horas de crescimento fungico. Os resultados sugerem acéo

inibitéria sobre a adesédo e formacao de biofilme_por Caradmleansquando da

adicdo de nanoparticulas de prata de tamanho 5 nm a resina acrilica nas

concentracdes de 0,05% e 0,5%.

Palavras-chave:Nanotecnologia. Polimetil Metacrilato. Candilaicans Prata.




Takamiya AS. Addition of silver nanoparticles to the poly (methyl
methacrylate) — microbiological analysis[dissertation]. Aracatuba: UNESP -

Séo Paulo State University; 2010.

ABSTRACT

The aim of this study was to verify the antimicrobial activity of a poly (methyl

methacrylate) acrylic resin containing silver nanoparticles against Candida

albicansmicroorganism. 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 in 0.05%, 0.5% and 5% of concentration based on the polymer
mass. After being processing, the specimens were sterilized by Co-60 radiation.

The adhesion of cells of Candiddbicansand the biofilm formation on the

surface of the polymer were evaluated by light microscopy and SEM. The results
demonstrated significantly reductioR € .05) of the microorganisms adhesion on
the surface of the nanocomposites for the groups containing 0.05 and 0.5% of
silver nanoparticles with size of 5nm when compared to the control group. The
light microscopy did not show difference in the biofilm formation among the

groups evaluated. The SEM images suggested reduction of growth of Candida



albicanscells for the nanocomposite groups, mainly up to the period of 12 hours.
It was concluded that the addition of silver nanoparticles with size of 5 nm to the
PMMA in 0.05% and 0.5% concentrations showed antimicrobial effect against

Candidaalbicans

Key words: Nanotechnology. Polymethyl methacrylate. Candiliiécans Silver.
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1. Introducéo*

Candidaalbicanse outras espécies de Candg#® componentes comuns

da microflora humana intestinal e oral (1-4). Sobre certas condigbes
predisponentes esses microorganismos podem se converter em patégenos
oportunistas que causam doencgas superficiais e sistémicas (1,2,5,6). Alguns
fatores como hipossalivacao, higiene oral inadequada, diabetes mellitus, uso
continuo de proteses e de antibidticos e condicdes de imunossupressao
constituem os fatores predisponentes para a infecgdo por Capgdi@h5,7-10).

A candidiase oral pode ser classificada em primaria e secundaria. A forma
priméria se divide em aguda, crbnica e lesdes associadas a Cé&retitta da
forma aguda h& a candidiase pseudomembranosa e a eritematosa, a forma crénica
pode ser dividida em hiperplasica e eritematosa, e entre as lesfes associadas a
Candidatemos a queilite angular, a glossite romboide mediana, o eritema
gengival linear e a estomatite protética (5); sendo que esta Ultima atinge de 25 a
65% dos pacientes usuérios de proteses com base em resina acrilica (1,7,11).

Diversos estudos tém mostrado que o nivel de células fungicas presente
na cavidade oral aumenta quando os pacientes sao portadores de aparelhos
ortoddnticos, proteses totais ou parciais removiveis (3,12,13). Também ¢é sabido
que a adesdao fangiaa superficie de resina acrilica de préteses constitui uma
importante etapa para a colonizacdo e inicio da infeccdo por Ceasppdaa
estomatite protética (2,3,6,14,15). Essa adesao é favorecida pela hidrofobicidade
relativa da superficie do poli(metil metacrilato) (PMMA) e pelo dimorfismo

apresentado pelos fungos (6,9,16-18).

* O artigo segue as normas do periodia@rnational Journal of Antimicrobial Agents,
disponivel no anexo C.
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De maneira geral, o desenvolvimento de um biofilme envolve quatro
etapas: primeiro ocorre a adesao dos microorganismos a superficie; depois, uma
formacado discreta de colbnias e organizacdo de células; em seguida ocorre a
secrecdo de matriz extracelular (polissacarideos) e maturacdo de uma estrutura
tridimensional, e por ultimo a disseminagdo de células (19-21). Uma vez
estabelecido o biofilme sobre préteses, implantes ou cateteres, o0s
microorganismos comecgam a apresentar caracteristicas Unicas, como a resisténcia
a agentes antimicrobianos (12,20,22).

Atualmente, os agentes antimicrobianos mais utilizados nos tratamentos
de infecc¢des fungicas sdo aqueles baseados em polieno (anfotericina B), triazol
(fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol) ou equinocandinas
(caspofungina, micafungina, anidulafungina) (23) e nistatina (5). Entretanto, a
administracdo desses antifungicos é frequentemente acompanhada de vérias
complicagbes como a toxicidade e as interacdes medicamentosas (23).

Diversos estudos tém mostrado que a prata (Ag) exibe uma forte atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos,
protozoarios, e certos tipos de virus (24-26), incluindo cepas resistentes, podendo
ser considerada como um potencial agente antifungico (22,24,25,27). Devido aos
mecanismos de acdo da Ag que envolvem a interacdo com componentes
citoplasmaticos e acidos nucléicos, inibicdo de enzimas da cadeia respiratoria e
alteracdo na permeabilidade da membrana plasmatica, a probabilidade do
desenvolvimento de resisténcia dos microorganismos € menor (22,23,25).

Nanoparticulas séo particulas menores que 100 nm (28) e que exibem

uma area de superficie maior que a correspondente na forma convencional.
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Ainda, o pequeno tamanho freqientemente resulta em uma maior
reatividade e alteracdo de propriedades de superficie que podem ser exploradas
em uma variedade de produtos como cosméticos, dispositivos medicos, etc (28).

Estudos tém mostrado que nanoparticulas de Ag possuem potencial
antimicrobiano contra bactérias e fungos (22,23,25,27,29-34). Kim KJ et al. (22)
ao avaliar a acdo de nanoparticulas de Ag com forma esférica e tamanho médio

de 3 nm encontraram que as mesmas inibiram células de Catldicensde

forma semelhante a anfotericina B, e causaram menos lise de eritrécitos 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 (22).

As nanoparticulas de Ag apresentam baixa toxicidade as células humanas,
possuem acgéo antimicrobiana em baixas concentragdes (unidades mg/L) (23,29) e
0 custo para sua producdo pode ser considerado baixo (25,35). Pensando-se
assim, a incorporacdo de nanoparticulas de Ag ao PMMA poderia ser
considerada como uma possivel medida de prevencdo para estomatite protética
em pacientes portadores de proteses com base em resina acrilica. Dessa forma, o
objetivo do presente estudo foi verificar a atividade antimicrobiana de uma resina
acrilica a base de PMMA contendo nanoparticulas de Ag frente ao

microorganismo Candidalbicans

A hipétese nula testada foi de que ndo haveria diferenca estatisticamente
significante entre a adesao fangica na superficie da resina acrilica contendo
nanoparticulas de Ag e a adeséao sobre a superficie da resina acrilica sem a adicédo
destas nanoparticulas, independentemente da concentracdo e do tamanho das

nanoparticulas adicionadas a este polimero.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Sintese e caracteriza¢do do coloide de nanoparticulas de prata

O método de sintese empregado foi baseado no proposto por Turkevich et
al. (36) Nanoparticulas de Ag coloidal foram sintetizadas através da reducao de
fons (Ad) do AgNG; (nitrato de prata) (Merck KGaA, Darmstadt, Hesse,
Alemanha) pelo N&HsO7 (citrato de sddio) (Merck KGaA, Darmstadt, Hesse,
Alemanha) com rela¢des estequiométricas de 1:3, respectivamente. Em um bal&do
de fundo redondo, 100 mL de solugdo de AgNDO x 10° mol.L'") foram
aquecidos até a temperatura de 97°C e em seguida adicionou-se 20 mL de solucéo
de citrato de s6dio (1,5 x TOmol.L'") com pH entre 8,0 e 8,5. A mistura foi
mantida sob agitacdo magnética e aquecimento a 97°C por cerca de 10 minutos,
até o aparecimento da coloracdo amarelo ambar, que evidencia qualitativamente a
formacdo de nanoparticulas de Ag (Figura 1). Durante o processo de sintese, a
formacao das nanoparticulas foi acompanhada por espectroscopia de absor¢do na
regido do Ultravioleta/Visivel (UV/Vis) (Espectrofotbmetro Shimadzu MultSpec-
1501, Shimadzu Corporation, Téquio, Japao) no intervalo de 190 a 800 nm e,
posteriormente, por difracdo de raios-X (Difratbmetro Rigaku DMax-2000PC,
Rigaku Corporation, Téquio, Japdo) com anodo rotatério e radiacag @EuK
1,5418 A). A forma e a distribuicio do tamanho das particulas (5 e 10 nm) foram
confirmadas a partir de imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) e
de transmissdo (MET) (microscépio eletrénico FEG-VP Supra 35, Carl Zeiss,

Jena, Turingia, Alemanha).
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2.2. Preparacdo do nanocomposito PMMA/Ag

Para obtencdo dos espécimes foram confeccionados moldes de silicone
para inclusdo (Zetalabor, Zhermack SpA, Badia Polesine, Rovigo, Italia) com
auxilio de uma matriz metalica com medidas compativeis com a do futuro
espécime (10 mm de didmetro e 3 mm de espessura).

A resina acrilica utilizada foi a Lucitone 550 (Dentsply Ind. e Com. Ltda,
Petropolis, Rio de Janeiro, Brasil) proporcionada de acordo com as instru¢cfes do
fabricante (4g de pé e 1,9 mL de liquido). As solugBes coloidais de
nanoparticulas de Ag foram adicionadas ao componente liquido da resina acrilica
nas proporcoes de 0% (Ow 0,05 (2(L); 0,5 (20.L); e 5% (2004) v/v, com
auxilio de uma pipeta automética (Socorex Isba S/A, Ecublens, Lausanne, Suica),
com base na massa do componente solido da resina acrilica (49).

Ao atingir a fase plastica, a resina acrilica foi condensada no interior dos
moldes em silicone incluidos em gesso pedra tipo Il (Herodent, Vigodent S/A
Ind. e Com., Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil) no interior de mufla metélica
(DCL n° 6, Dentaria Campineira Ltda, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) entre duas
placas de vidro que garantiu uma superficie lisa na parte superior e inferior dos
espécimes. Em seguida, a resina foi prensada em uma prensa hidraulica (Delta,
Vipi-Delta Maquinas Especiais, Pirassununga, Sao Paulo, Brasil) com carga de 1
tonelada por 30 minutos. Os espécimes foram, entédo, polimerizados 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). Apés a

polimerizacdo, a mufla foi resfriada sobre bancada e os espécimes desincluidos.
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Os grupos estudados foram formados de acordo com a concentragéo e o
tamanho de nanoparticulas de Ag adicionadas a resina. Os ensaios
microbiolégicos de adesdo foram realizados em triplicata e em trés vezes
independentes (n = 10). Para cada grupo foram confeccionados 30 espécimes
para o ensaio de adeséao, 1 espécime para a analise do crescimento flngico sobre
a superficie polimérica através MEV e 1 espécime para andlise por microscopia
de luz.

Posteriormente a desinclusdo, o0s espécimes foram submetidos a
acabamento para remocao de irregularidades ao redor do seu diametro com fresa
de tungsténio (mini cut). Apés o acabamento foram realizadas trés mensuracdes
do didmetro e da altura dos espécimes que foram submetidos ao ensaio de adesao,
com auxilio de um paquimetro digital (Paquimetro Digithsolute Digimatic,
Mitutoyo Sul Americana Ltda, Santo Amaro, Sao Paulo, Brasil). A média da
altura dos espécimes foi de 3,6 cm com coeficiente de variacdo = 20,2, e a média
do diametro foi de 9,7 cm com coeficiente de variagéo = 39,3.

Previamente aos ensaios microbiolégicos o0s espécimes foram

esterilizados através de um ciclo de radiagdo com uma fonte de Co-60 tipo

“Gammacell 220" com dose de 25kGy.

2.3. Candidaalbicanse condi¢des de crescimento

A cepa de_Candidalbicansutilizada neste estudo foi proveniente da

American Type Culture Collection (ATCC 10231) e obtida do Instituto Adolfo
Lutz — Divisdo de Biologia Médica, Sdo Paulo, SP, Brasil. Ela foi ativada em
meio Agar Sabouraud Dextrose (ASD) (Agar Sabouraud Dextrose, Becton

Dickinson France SAS, Le Pont de Claix, France) por incubaca8Ca@i 48
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horas apds ser supensa em solu¢cdo de NaCl 0,9% (Merck KGaA, Darmstadt,
Hesse, Alemanha).

Para todos os ensaios, o microorganismo foi utilizado com 24 horas de
crescimento apds sua reativacdo em ASD %W 3As células fangicas eram,
entdo, suspendidas em solucao de NaCl 0,9% e ajustadas a uma concentracao 1,1
x 10° UFC/mL (densidade éptca (OD) de 0,024) para os ensaios de ades&o e a 1,1
x 10/ UFC/mL (OD 0,951) para os ensaios de desenvolvimento de biofilme sobre
a resina acrilica, em comprimento de onda de 530 nm com auxilio de um
espectrofotometro UV/Vis (Espectrofotbmetro UV — 1800, Shimadzu

Corporation, Nakagyo-Ku, Kyoto, Japéao).

2.4. Ensaio de adesdo do microorganismo__Candidalbicans a

superficie polimérica

Os espécimes de resina acrilica estéreis foram adicionados a tubos de
ensaio contendo 9,9 mL de meio de cultura Caldo Sabouraud com Dextrose
(CSD) (Sabouraud Caldo Dextrose, Becton Dickinson France SAS, Le Pont de

Claix, France) inoculado com 0,1 mL de suspenséo de Caathdmnsem

solucdo de NaCl 0,9%, com concentracdo de 1,1 WJEEC/mL com OR gs51 em
comprimento de onda de 530 nm. A concentracdo de microorganismos no meio
de cultura foi ajustada assim, a 1,1 X LIFC/mL previamente & adicdo dos
espécimes. O conjunto meio de cultura inoculado e espécime foi entdo incubado
a 37°C por 24 horas em condi¢des de aerobiose.

Apds esse periodo, os espécimes foram removidos do meio caldo e
lavados de forma breve por cinco periodos através da imersdo em solugédo de

NaCl 0,9% estéril contida em placas de microtitulacdo com 12 pocos
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(TPP) Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Suica). Esse procedimento de
lavagem foi realizado para remo¢do de microorganismos fracamente aderidos a
superficie da resina.

A seguir, os espécimes foram introduzidos em tubos de ensaio contendo
10 mL de solucdo NaCl 0,9%, e foram agitados em vortex (Agitador de tubos
Vortex AP 56, Phoenix Industria e Comercio de Equipamentos Cientificos Ltda,
Araraquara, Sao Paulo, Brasil) durante 1 minuto, deixados em repouso por 9
minutos e em seguida foram novamente agitados por 1 minuto, a fim de
desprender os microorganismos aderidos a superficie da resina. A partir desse
in6culo obtido com o0s microorganismos que estavam aderidos a superficie do
espécime de resina, obteve-se diluicdes dé de foram utilizadas para a
determinacdo da ades&do microbiana ao PMMA/Ag por meio da contagem de
colonias.

Os testes foram realizados em triplicata para cada espécime e seguiu-se a
técnica utilizada pelo Grupo de Pesquisa em Biofime do Departamento de
Engenharia Bioldgica da Universidade do Minho, Braga, Portugal. Para isto, em
cada placa de Petri contendo meio de cultura ASD foram adicionadas em uma
extremidade e eqiidistantes entre si trés aliquotas 10uL do inéculo diluido a 10
A placa de Petri foi em seguida inclinada para que os 10uL da solugéo do indculo
escorressem linearmente e percorressem toda extensédo do diametro da placa. O
namero de células foi contado nessas trés fileiras, de forma que cada fileira foi
considerada como uma placa inoculada individualmente.

A triplicata em trés placas separadas foi realizada com 100uL do inéculo
na diluicdo 10 de alguns grupos selecionados aleatoriamente para a comparagao

das duas técnicas e comprovacao da concordancia entre elas.
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Apés a inoculagdo das placas, as mesmas foram incubadas a 37° C por 48
horas em condi¢cBes de aerobiose, e posteriormente a este periodo foi realizada a
contagem do numero de colbnias, com auxilio de um contador de col6nias
eletrénico (Contador de coldnias eletrénico CP 600 Plus, Phoenix Industria e

Comércio de Equipamentos Cientificos Ltda, Araraquara, S&o Paulo, Brasil).

2.5. Avaliagdo do desenvolvimento de biofilme por Candidalbicans

sobre a superficie polimérica

As células de_Candidalbicanssuspensas em solugdo de NaCl 0,9%

foram ajustadas a concentracdo de 1,1 X UBC/mL em espectrofotbmetro
UV/Vis (ODgo29 com comprimento de onda 530 nm. Cem microlitros dessa
suspensao foram semeados com auxilio de uma alga de Drigalsky em ASD.
Imediatamente ap0s a inoculagdo, os espécimes foram posicionados sobre a
superficie do meio de cultura exercendo-se sobre eles uma pequena pressao. Em
seguida, os espécimes sobre o meio de cultura foram entédo incubados a 37°C por
48 horas em condi¢Oes de aerobiose.

Apés esse periodo de incubacado, os espécimes foram removidos do meio
ASD e analisados por um unico examinador em microscopio de luz (Microscépio
Axiostar Plus, Carl Zeiss de México S. A. de C. V., Santa Catarina, Coyoacan,
México) para observagdo do padrdo de desenvolvimento de biofilme sobre a

superficie polimérica.
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2.6. Analise do desenvolvimento de biofilme por_Candidalbicans

sobre a superficie do polimero através de microscopia eletrbnica de
varredura (MEV)

Um espécime de cada grupo foi analisado por MEV (Microscopio
eletrdnico XL30 TMP, Philips, Eindhoven, Netherland®ra isso, 0s espécimes
foram incubados de maneira semelhante ao ensaio de adeséo. Apds os periodos
de 5, 12 e 24 horas de incubacdo a 37°C, os espécimes foram lavados em PBS
para remogdo de microorganismos fracamente aderidos e imersos em
glutaraldeido 2,5% (Merck KGaA, Darmstadt, Hesse, Alemanha) a temperatura
de 4°C por 2 horas. Em seguida, foram novamente lavados em PBS por 3
periodos de 5 minutos cada um. A desidratacdo dos espécimes foi realizada com
imersdo dos mesmos em concentracdes seriadas de &lcool 70%, 95% por 10
minutos e trés imersdes em alcool 100% por 10 minutos cada. Os espécimes
foram entdo imersos em hexametildesilazane 98% (Merck KGaA, Darmstadt,
Hesse, Alemanha) por dois periodos de 20 segundos e secos a temperatura
ambiente.

Em seguida, os espécimes foram fixados smbs, submetidos a
metalizacdo (Metalizador, Balzers SCD-004, Liechtenstein, Germany) aurica
para obtencdo de uma cobertura com um filme de Au de 10 nm de espessura e
analisados em MEV. As imagens do cada espécime foram capturadas em
diferentes aumentos e regides para a caracterizacdo das células de Candida

albicansnos grupos e periodos de tempo avaliados.
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2.7. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software StatView Version
5.0.1 (SAS Institute Inc. Cary, NC, USA) e o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Walllis foi aplicado para comparar o numero de UFC/mL dos grupos em que
foram incorporadas nanoparticulas de Ag com o grupo controle. O vakde

0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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3. Resultados

3.1. Sintese e caracterizacdo do coldide de nanoparticulas de prata

Um indicio da formacao de nanoparticulas de Ag foi a coloracdo amarelo
ambar observada na solugéo instantes apds a etapa de adigcdo do agente redutor
(Figura 1). O espectro de absor¢cdo UV/Vis do coldide mostrou uma banda
plasmon caracteristica de nanoparticulas de Ag, com maximo em
aproximadamente 430 nm (Figura 2). As imagens de MEV (Figuead8)MET
(Figura 4) confirmaram a forma esférica das particulas e evidenciaram
nanoparticulas de Ag com didametros médios de 5 e 10 nm em uma concentracéo
de 539,5g de Ag/mL na solugéo coloidal.

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

cristalograficos (111), (200), (220) e (311) da Ag, respectivamente.

3.2. Ensaio de adesdao do microorganismo__Candidalbicans a

superficie polimérica

Os resultados indicaram que a adicdo da solugcédo coloidal contendo
nanoparticulas de Ag a resina acrilica nas concentracdes de 0,05% e 0,5% com
tamanho 5 nm diminuiu a adesdo de microorganismos a superficie dafesina (
0,05), entretanto a adicdo de 5% de coldide com particulas de 5 nm a resina néo
reduziu a adesdo microbiana quando comparado com o grupo controle. Para as

nanoparticulas de Ag com tamanho médio de 10 nm a adicdo das trés
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concentracdes diferentes (0,05%, 0,5% e 5%) a resina ndo alterou a adeséo de

microorganismos (Figura 6).

3.3. Avaliagdo do desenvolvimento de biofilme por Candidalbicans

sobre a superficie polimérica

As imagens de microscopia de luz sugeriram que nao houve diferenca
entre o crescimento fingico na superficie da resina acrilica (controle — sem
adicdo de nanoparticulas) e na superficie dos espécimes de nanocompdsito,
independentemente da concentragdo e do tamanho das nanoparticulas adicionadas

aresina (Figura 7).

3.4. Analise do desenvolvimento de biofilme por_Candidalbicans

sobre a superficie do polimero através de microscopia eletrénica de
varredura (MEV)
Foram avaliados através de MEV um espécime de cada grupo nos

diferentes tempos de crescimento do microorganismo Caathdans(5, 12 e

24 horas). Em todos os tempos avaliados, as imagens mostraram que
independentemente do tamanho e da concentracdo de nanoparticulas houve uma
reducdo no crescimento de microorganismos na superficie do nanocompdsito
quando comparados com o grupo controle (resina acrilica sem adicdo de
nanoparticulas) (Figuras 8 e 9). Embora nos grupos dos nanocompdésitos tenha
sido observado um crescimento maior de microorganismos com 24 horas, esse
crescimento foi localizado somente em algumas regides, diferentemente do
controle onde se notou um grande numero de microorganismos cobrindo

praticamente toda a superficie do espécime e com um biofilme mais espesso.
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Ainda, com relagcdo ao tempo de formacao do biofiime de Camthizans as

fotomicrografias mostraram que nao houve grande diferenca na quantidade de
células recobrindo os espécimes dos grupos contendo nanoparticulas de Ag entre
os tempos de 5 e 12 horas, 0 que contrariamente ocorreu no grupo controle onde
houve maior concentracdo de microorganismos para o tempo de 12 horas.

Com relacéo a concentracdo de nanoparticulas, foi possivel observar que
0S grupos com concentracdo 5% apresentaram um menor crescimento de
microorganismos na superficie independentemente do tamanho das particulas,

especialmente nos tempos 5 e 12 horas(Figuras 8 e 9).
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4. Discussao

O presente trabalho analisou o efeito antimicrobiano de uma resina

acrilica para base protética contendo nanoparticulas de Ag sobre o

microorganismo_Candidalbicans Foram avaliados a adesdo de células de

Candida albicansa superficie do nanocompdésito PMMA/Ag, e o padrdo de

desenvolvimento de biofilme desse microorganismo sobre a superficie
polimérica, tanto através de microscopia de luz como através de MEV. A

hipotese nula inicial de que a adi¢cdo de nanoparticulas de Ag a resina acrilica ndo

alteraria a adesdo de_Candidalbicans na superficie polimérica,
independentemente do tamanho e concentracdo de nanoparticulas adicionadas,
foi rejeitada.

Os resultados obtidos com o ensaio de adesdo mostraram que a
incorporacdo de nanoparticulas de Ag ao PMMA reduziu a adesdo de Candida
albicansa superficie da resina acrilica de maneira estatisticamente significante
para 0s grupos com particulas de tamanho 5 nm e concentragdes de 0,05% e
0,5%, em relagdo ao grupo controle. Uma das explicacdes para esse resultado
poderia estar relacionada com as caracteristicas fisico-quimicas do substrato que
interfeririam na quantidade e qualidade da adesdo de microorganismos a
superficie, sendo a rugosidade e a hidrofobicidade caracteristicas dominantes
neste sentido (3,15). No presente trabalho, a rugosidade de superficie dos
espécimes de resina acrilica foi controlada, uma vez que as superficies
apresentaram-se bastante lisas ap6s o processamento entre duas placas de vidro e
a sua interferéncia na adesdo microbiana pode ter sido reduzida. Entretanto, a

adicdo de coldide de nanoparticulas na maior concentracdo (5%) em ambos os
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tamanhos causou uma reducao visual no brilho da superficie dos espécimes, o
que poderia ser um indicativo de alteracdo da topografia de superficie, que
consequentemente pode ter interferido na adesdo microbiana impedindo uma
reducdo significativa da adesao nos grupos em que foi adicionado 5% de coléide
de nanoparticulas, especialmente para grupo com particulas de tamanho 5 nm.

Ainda, frente a esses resultados, supomos que pode haver uma
concentracdo limite de nanoparticulas de Ag capaz de causar inibicdo da adeséo
microbiana, e que a adicdo de concentragOes superiores pode ndo promover 0s
efeitos esperados ou mesmo causar um aumento da adesdo de microorganismos
ao polimero.

O processo de adeséo in vivo de Candjgla a resina acrilica é complexo
(3). Fatores como pobre higiene oral e das proteses, baixo pH sob as mesmas,
dieta rica em carboidratos, superficie da célula fungica constituida basicamente
de manoproteinasfeglicanos que conferem caracteristicas anidnicasuages,

a hidrofobicidade celular fangica, a energia livre de superficie da resina acrilica
envolvendo forcas eletrostaticas de atragédo e repulsdo, interferem na adeséo e
colonizacéo por Candid#pp (2,3,6,9,37).

Também, a hidrofobicidade do substrato é considerada significante no
processo de adesao inicial do fungo e até mesmo no desenvolvimento do biofilme
sobre superficies poliméricas (3,2,15,17,26). A presenca das nanoparticulas de
Ag pode ter alterado as caracteristicas fisico-quimicas da superficie do
nanocompésito PMMA/Ag interferindo na hidrofobicidade da resina. Birgers et
al. (26) ao incorporar microparticulas de Ag a uma resina composta observou que
essas microparticulas tornaram a resina mais hidrofébica e esta hidrofobicidade

foi ainda superior com o0 aumento da concentracdo de particulas de Ag.
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Contrariamente, Dhir et al. (10) ao adicionar uma carga aniénica (monémero com
radicais fosfato) ao PMMA observaram um aumento da hidrofilia do material,
apesar de nao testarem a adesao microbiana a este substrato. Acredita-se que o
comportamento de nanoparticulas de Ag em tamanhos bem reduzidos seja
semelhante ao de ions Ag que reforca a possibilidade de ter ocorrido um
aumento da hidrofobicidade do nanocompdsto, principalmente nos grupos com
maior concentracdo de nanoparticulas.

A maior adesdo fungica a superficie do nanocompdsito com maior
concentragcdo de nanoparticulas pode ter ocorrido também devido a dificuldade de
homogeneizacdo do coldide de nanoparticulas de Ag na massa de resina durante
0 processamento laboratorial, fato que foi observado durante a manipulagcéo da
resina com maior concentracdo de coldide incorporado. Essa homogeneizacdo
dificultada pode ter impedido a dispersdo das nanoparticulas promovendo uma
maior agregacdo o que possivelmente levaria as particulas aglomeradas a se
comportarem de maneira Unica, como uma massa, deixando de assumir a sua
caracteristica de acdo antimicrobiana com alta reatividade em pequenos tamanhos
(28,32).

Buscando-se evitar este comportamento de aglomeracao das particulas no
interior do polimero, a solucdo coloidal foi desidratada para permitir uma melhor
distribuicdo e dispersdo na massa polimérica. Entretanto, com esse procedimento
obtivemos um pé com coloracdo cinza escuro, 0 que impossibilitou a sua
utilizagdo por comprometer a estética da resina acrilica utilizada como base

protética.
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O mecanismo de acéo antimicrobiana da Ag, especificamente na forma de
nanoparticulas, ainda ndo é bem claro na literatura. Alguns trabalhos relatam que
tanto ions Ag (25,30,33,34) como nanoparticulas de Ag (23,25,29) agiriam
comprometendo a integridade da membrana plasmatica de células fungicas
(22,23,25). Ainda, outros estudos sugerem que a Ag por apresentar um tamanho
nanomeétrico, penetraria através da membrana celular do microorganismo e
alteraria seu metabolismo celular, podendo levar a célula a morte (22,25).
Entretanto, em um estudo de incorporacdo de nanoparticulas de Ag a resina
acrilica, Monteiro DR. (32) observou auséncia de liberacdo de Ag, seja ela na
forma id6nica ou em nanoparticula, mesmo apdés 120 dias de imersdo do
nanocompésito em &agua deionizada e saliva artificial. Esse fato poderia
corroborar com a agéo antimicrobiana néo tdo efetiva como era esperada de um
polimero contendo nanoparticulas de Ag, uma vez que seria necessario sua
liberacdo do interior do polimero para posterior acdo, seja diretamente na
membrana, agindo de forma fungicida, ou no interior da célula, atuando com
acao fungicida ou fungiostatica (22,25).

Trabalhos na literatura também relatam que o tamanho das nanoparticulas
de Ag interfere em sua acao antimicrobiana (22,38). Em nosso estudo, nao foi
observado diferenca entre o grupo controle e todos 0s grupos experimentais com
nanoparticulas com tamanho de 10 nm. Apesar do tamanho médio das
nanoparticulas de 10 nm ndo ser muito superior ao de 5 nm, seria oportuno
considerar a possibilidade de ter ocorrido uma maior dificuldade de penetracéo
das nanoparticulas com 10 nm nas células fangicas, o que poderia explicar a
reducao de sua efetividade. Esse fato foi comprovado em estudos n&o publicados

por N0sso grupo de pesquisa, onde se testou as solugcdes coloidais puras por meio
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da formacgéo de halos de inibicdo. Naquela oportunidade, também foi testada uma
solucdo coloidal de nanoparticulas de Ag com tamanho médio de 60 nm e a
mesma foi menos efetiva em relagdo a formacédo de halo de inibicdo quando
comparada com as solugcbes de 10 e 5nm. Dessa forma, embora a taxa de
liberagdo tenha sido provavelmente semelhante e minima para ambos os
tamanhos das nanoparticulas, a maior efetividade antimicrobiana do
nanocompédsito contendo nanoparticulas de menor tamanho poderia estar
relacionada com sua maior facilidade de penetracdo na célula de Candida
albicans

Embora as células fungicas eucariéticas apresentem paredes celulares que
promovem prote¢cdo quimica e mecanica contra drogas antifingicas (2) e as
mesmas serem mais complexas que as células procariéticas bacterianas (23) o
estudo de Morone et al. (38) pode reforcar nosso pensamento citado
anteriormente. Em seu estudo observaram que nanoparticulas de Ag com
tamanhos inferiores a 10 nm apresentaram uma acéo mais direta na penetracao da
membrana das bactérias (38).

Outra provavel explicacdo para a reducéo da adesdo de Calinigdas

especialmente para os grupos de concentragbes 0,05 e 0,5% com tamanho de
5nm, seria a alteragcdo metabodlica da célula fungica promovida pelo estresse
causado somente pela presenca das nanoparticulas de Ag (39) na superficie do
nanocompédsito. Como a vida celular é incompativel com circunstancias que
perturbem o balanco de energia por periodos extensos, sob condigfes estressantes
espera-se que 0s sistemas bioldgicos decaiam a um estado de entropia maxima,
gue geralmente é definido como morte termodinamica, em que se observa um

estado de equilibrio onde nenhuma energia é liberada (39).
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Sabe-se que alteragbes da proporcao [ATP] / [ADP] celular, que podem ser
causadas por mudancas nas condigcbes ambientais afetam o metabolismo de
bactérias (39). Ainda, a respiracao fungica sofre interferéncias quando as células
sdo expostas a drogas baseadas em metais (40). Assim, a presenca da Ag na
forma de nanoparticulas na superficie do espécime pode ter alterado a propor¢édo
[ATP] / [ADP] da célula fungica por um periodo considerado longo e levado as

células de Candidalbicansa um estado de entropia maxima, o que explicaria a

reducdo da adeséo fungica ao nanocompésito PMMA/Ag naqueles grupos.

As imagens de microscopia de luz obtidas no presente estudo, nao
mostraram diferencas no crescimento flngico sobre o0s espécimes
independentemente do tamanho das nanoparticulas e da concentragdo de coldide
adicionada a resina. Contudo, as imagens de MEV evidenciaram que 0S grupos
experimentais contendo nanoparticulas de Ag apresentaram menor namero e
volume de células formadas sobre sua superficie, especialmente nos
nanocompdsitos com maior concentracdo de Ag. Esse fato poderia ser explicado
pelo tipo de meio de cultura utilizado para o crescimento das células de Candida
albicanse o maior tempo para a maturacdo do biofilme no caso dos espécimes
onde foi realizada a analise da microscopia de luz (48 horas).

Apesar do presente trabalho ter avaliado a agcéo antimicrobiana de uma
Unica resina acrilica para base protética contendo nanoparticulas de Ag frente
apenas uma espécie de microorganismo, foi possivel observar a efetividade deste

nanocompdésito na reducdo do numero de células de CamBlidansaderidas.

Esse estudo apresentou limitagbes especialmente quanto a maneira € mesmo
quanto a concentracdo mais adequada de nanoparticulas de Ag a serem

acrescentadas ao polimero. Ainda, a forma que essas nanoparticulas se
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encontravam, ou seja, dispersas em solucdo aquosa, também pode ter limitado a
acdo antimicrobiana dos nanocompédsitos PMMA/Ag devido a sua
homogeneizacdo inadequada na massa polimérica. Assim, acreditamos que o
mérito do presente trabalho esteja especialmente relacionado com o
direcionamento de pesquisas futuras para se buscar uma forma mais adequada de
apresentacao e insercdo dessas nanoparticulas a polimeros a base de PMMA. O
desenvolvimento de nanoparticulas na forma de p6 e até mesmo um
processamento do nanocompgdsito para favorecer a localizacdo destas particulas
proximas a superficie polimérica seriam sugestdes para outros trabalhos para que
essas principais limitacbes fossem superadas.

Outras pesquisas avaliando-se a efetividade antimicrobiana somente das
nanoparticulas de Ag sobre biofilmes simples e/ou compostos e em estagios
iniciais e de maturagdo dos mesmos também seriam oportunas para obtencédo de

um material polimérico com melhores propriedades antimcirobianas.
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5. Concluséo

O presente estudo mostrou que a incorporacao de nanoparticulas de Ag a
resina acrilica reduziu a adeséo fangica para os grupos com particulas de tamanho
5 nm e concentracbes de 0,05% e 0,5%, sugerindo uma ag¢ao antimicrobiana do
nanocompasito no que diz respeito ao controle no desenvolvimento de biofilme de

Candidaalbicans
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Figuras

10 mir

Figura 1. llustracdo esquematica da sintese de nanoparticulas de prata na forma
coloidal por meio da reducéo dos ions prata do nitrato de prata pelo citrato de
sadio.
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Figura 2. Gréfico de absorbancia versus comprimento de onda do coldide obtido
a partir da reacao de reducdo da prata pelo citrato de sodio na temperatura de
97°C. O grafico mostra a banda plasmon de absorgdo caracteristica de
nanoparticulas de prata.
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Figura 3. MEV das nanoparticulas de prata sintetizadas via redug¢do dos ions
prata do nitrato de prata pelo citrato. O substrato de silicio foi degradado por
KOH por 2 horas, 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) os pontos claros representam nanoparticulas de prata
com tamanho médio de 5 nm. Aumento: 230BKxps aglomerados em tonalidade
esbranquicada representam nanoparticulas de prata com tamanho médio de 10 nm.
Aumento: 120 KXx.
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Figura 4. MET das nanoparticulas de prata em campo ¢&gre escurgb), em
aumentos de 500Kx e 150KXx, respectivamente.Uma gota da solucéo coloidal de
nanoparticulas de prata nos tamanhos médios de %apma 10 nm(b) foi
depositada sobre grades de cobre recobertas com filme fino de carbono para as
tomadas micrograficas. Os pontos escuros indicam as nanoparticulas de prata.



66

7x10°4  plano (111) silicio
6x10° -
5x10°

4x10° -

Intencidade

3x10°-
2x10°

1x10°-

~ (220) Ag

O | ! | ! | ! | ! | ! |
20 30 40 50 60 70

20

Figura 5. Difratograma de raios-X das nanoparticulas de prata em substrato de
silicio com seus planos de reflexdo indexados.
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Figura 6. Grafico dos postos meédios de UFC/mL referentes ao numero de
col6nias para os grupos avaliados.
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Figura 7. Desenvolvimento de biofilme por C. albicassbre as superficies
poliméricas imediatamentey)te cerca de 15 segundog) @pos a remocao dos
espécimes do meio de cultura ASD dos grupos: ControleaAdcompdsitos com
concentracdo de 0,05% de nanoparticulas de @Bat@nocompadsitos com 0,5%
e C)nanocompdésitos com 5% de nanoparticulas de prata.
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Figura 8. Imagens de MEV evidenciando desenvolvimento de biofilme_por C.
albicanssobre as superficies poliméricas com 5 hokasl@ horas §) e 24 horas

(t3) dos grupos: Controled) nanocompositos com concentracdo de 0,05% de
nanoparticulas de pratd3) nanocompdsitos com concentracdo de 0,5% de
nanoparticulas de pratal) nanocompoésitos com concentracdo de 5% de
nanoparticulas de prata.
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Figura 9. Imagens de MEV evidenciando desenvolvimento de biofilme_por C.
albicanssobre as superficies poliméricas com 5 hokasl@ horas §) e 24 horas

(t3) dos grupos: Controled) nanocompositos com concentracdo de 0,05% de
nanoparticulas de pratd3) nanocompdsitos com concentracdo de 0,5% de
nanoparticulas de pratal) nanocompoésitos com concentracdo de 5% de
nanoparticulas de prata.
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ANEXOS
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Anexo A - Materiais e Métodos

1. Sintese de nanoparticulas de prata

Figura 1. a) Solu¢cBes de nitrato de prata e citrato de sédio utilizadas na sintese das
nanoparticulas de prath) baldo de fundo redondo conectado a um condensador e ao
espectrofotdmetro de UV/Vis, contendo no seu interior as solugbes que foram mantidas
sob agitagdo magnética e aquecimento a 97°C por cerca de 10 minutos.

Figura 2. Solucao coloidal de nanoparticulas de prata com tonalidade amarelo ambar,
que € um dos indicativos da formacao destas nanoparticulas.
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Para analise da solucdo coloidal por espectroscopia de absor¢cdo no UV-
Vis foi montado um sistema composto por uma bomba peristéltica e uma cubeta
de analise adaptada de forma a proporcionar a analise on-line da reacédo de
formacdo das nanoparticulas pela banda plasmon, na regido de 190 a 800nm
(Figura 3). As nanoparticulas de prata também foram caracterizadas
qualitativamente por difracdo de raios-X para que se conhecesse a estrutura
cristalina das mesmas. O difratbmetro de raios-X (Figura 4) operou na faiea 26
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 acumulacao para leitura a cada 0,02 segundo. A
amostra foi preparada gotejando o coléide sobre um substrato de silicio e

aguardando-se a secagem do mesmo a temperatura ambiente.

Figura 3. Espectrofotbmetro UV-Vis Shimadzu Multspec 1501 utilizado durante a
sintese para acompanhar a formacao das nanoparticulas de prata.
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Figura 4. Difratbmetro de raios-X, Rigaku DMax-2000PC, com anodo rotatorio e
radiacdo Cul (A = 1,5418 A), utilizado para confirmar a presenca de prata na solucdo
coloidal.

2. Adicéo da solucgéao coloidal de nanoparticulas de prata ao PMMA e
processamento da resina acrilica

Para obtencdo dos espécimes 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 macigca em metal do
espécime de resina acrilica. Essa réplica de metal foi localizada centralmente no
interior da matriz e apresentou diametro de 10 mm e altura de 3,0 mm. Os moldes
em silicone foram obtidos através da condensacdo manual desse material no
interior da matriz e aguardou-se a polimerizacéo final do silicone (Figura 5).

Os moldes foram fixados com adesivo (Cola Tenaz Loctite, Henkel Ltda,
Séo Paulo, Sao 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
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Ind. e Com. Ltda, Cotia, Sado Paulo, Brasil) (Figura 6).

O conjunto lamina de vidro + moldes em silicone foi incluido em mufla
metalica com gesso pedra tipo lll. Apds o gesso tomar presa, uma 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
entdo preenchida com gesso pedra tipo Il e o conjunto foi levado para uma prensa
hidraulica para eliminacdo dos excessos de gesso (Figura 7). Ap0s 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, S&o Paulo, Brasil) (Figura 8).

Figura 5. a) Matriz metalica com réplica macica do espécime de resina acrilica
localizada centralmente em sua base, e anel metalico remd)ieeindensacdo manual

do silicone no interior da matriz metalica) silicone no interior da matriz apés
condensacéao deste materialnajlde em silicone vazado ja pronto.
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Figura 6. a) Moldes em silicone fixados sobre uma lamina de vithointerior dos
moldes preenchidos com cera utilidade.

Figura 7. a) Moldes em silicone preenchidos com cera utilidade e incluidos em gesso no
interior da muflap) lamina de vidro posicionada sobre os moldes incluidos e fixada com
cera utilidader) encaixe da contra-mufla e preenchimento da mesma com gesso pedra
tipo Ill; d) prensagem da mufla metalica e eliminagdo dos excessos de gesso.
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Figura 8. a) Remocé&o da cera utilidade do interior dos moldes em silicone com auxilio
de um hollembackb) eliminacdo dos residuos de cera com algoddo e acetonapura;
interior dos moldes limpos e prontos para receberem a resina adjiligeina de vidro
posicionada na superficie do gesso pedra da contra-mufla.

A resina acrilica Lucitone 550 (Figura 9) foi proporcionada de acordo com
as instrucdes do fabricante. Para cada espécime utilizou-se a proporcéo de 4 g de
po /1,9 mL de liquido. Com auxilio de uma pipeta automatica (Acura electro 925,
Socorex Isba S/A, Ecublens, Lausanne, Suica), a solucdo contendo as
nanoparticulas de prata com tamanhos médios de 5 e 10 nm foi adicionada ao
componente liquido da resina acrilica nas concentracdes de 0% (0 pL), 0,05% (2

uL), 0,5% (20 pL) e 5% (200 pL) baseadas na massa do polimero (4g).
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Figura 9. a) Resina acrilicap) solu¢do coloidal de nanoparticulas de prata para ser
adicionada ao PMMA.

A solucdo coloidal de nanoparticulas de prata adicionada o componente
liquido da resina acrilica foi agitada com auxilio de uma espatula 36 (Millenium,
Golgran Ind. e Com. de Instrumental Odontolégico Ltda, Sdo Paulo, Sdo Paulo,
Brasil) no interior de potes de vidro para homogeinizacdo. Em seguida, o po foi
adicionado ao liquido e homeogeinizado (Figura 10), entdo 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 eliminacdo 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 mao (Dentaria Campineira Ltda, Campinas, Sao

Paulo, Brasil) e levada para a polimerizagdo em banho de agua quente por 1,5



79

horas a 73°C seguidos de 30 minutos a 100°C em uma termopolimerizadora
automatica (Termopolimerizadora Solab, Solab Equipamentos para Laboratorio
Ltda, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) (Figura 11). Apds a polimerizacdo, a mufla

foi resfriada sobre bancada por uma noite e os espécimes foram desincluidos.

Apos a desinclusdo os espécimes foram submetidos a acabamento para
remocado das irregularidades das bordas (Figura 12), com auxilio de um
micromotor e broca minicut. Entdo foram realizadas trés mensuracfes da altura e
do diametro dos espécimes com um paquimetro digital (Paguimetro Digital
Digimatic, Mitutoyo Sul Americana Ltda, Santo Amaro, SP, Brasil).

Para cada concentracdo e tamanho de nanoparticulas de prata foram
confeccionados 30 espécimes para o ensaio de adesao, 1 para a microscopia de luz

e 1 para a microscopia eletrénica de varredura.

Figura 10. a) Espatula, pote de vidro e tampa utilizados para a mistura do polimero,
mondmero e coldide de prata) mistura da solucéo coloidal de nanoparticulas de prata
com o monémercog) acréscimo do polimero a solugdo de monémero contendo o colbide
de prata.
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Figura 11. Termopolimerizadora Solab, utilizada para a polimerizacdo dos espécimes de
resina acrilica.

Figura 12. Aspecto dos espécimapos desinclusdo e acabamento, onde pode se verificar
a superficie lisa dos mesma3.Espécimes com maior concentracdo de nanoparticulas de
prata (5%); bespécimes do grupo controle.

3. Esterilizacdo dos espécimes
Os espécimes foram embalados em papel grau cirdrgico e submetidos a
um ciclo de esterilizacdo por radiagcéo realizada com uma fonte de Co-60 tipo

“Gammacell 220" com dose de 25kGy. Este processo foi realizado com a



81

colaboracéo do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) (Figura 13).

Figura 13. Espécimes embalados separadamente por grupo em papel grau cirlrgico.
Aspecto apds sua esterilizacao.

5. Candidaalbicanse condi¢cGes de crescimento

O microorganismo_Candidabicandiofilizado (cepa padrédo ATCC 10231

— Instituto Adolfo Lutz — Divisdo de Biologia Médica, Sdo Paulo, SP, Brasil)
(Figura 14) foi ativado através da sua diluicdo em solucdo de NaCl 0,9% com
posterior semeadura em placas de Petri contendo meio de cultura agar Sabourraud
(ASD) (Agar Sabouraud Dextrose, Becton Dickinson France SAS, Le Pont de

Claix, France) (Figura 15) e incubacéo a 37°C por 48 horas em aerobiose.

Figura 14. Candida albicans cepa padrao ATCC10231 liofilizada
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Figura 14. a)Meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (ASD), Difcankjo de
cultura Caldo Sabouraud com Dextrose (CSD), Difco.

4. Confeccédo da Curva Padrao do numero de UFC/mL de acordo com a
densidade optica em espectrofotdmetro UV/Vis
Para a padronizacdo da concentracao de células (UFC / mL) na suspensao

de Candidaalbicansutilizada no presente estudo, foi confeccionada uma curva

padrdo em espectrofotometro UV/Vis (Espectrofotbmetro UV/Vis — 1800,
Shimadzu Corporation, Nakagyo-Ku, Kyoto, Japao) (Figura 16).

Para isso foram obtidas suspensfes de Caradideansem solucao de

NaCl 0,9% com concentragdes variadas e aleatdrias que tiveram suas absorbancias
medidas com auxilio de espectrofotbmetro com comprimento de onda visivel de

530 nm. Os microorganismos utilizados para a obtencdo das suspensdes
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apresentavam crescimento em ASD por 24 horas a 37°C em condi¢cdes de

aerobiose.

Figura 15 Espectrofotbmetro UV/VIS 1800, utilizado para ajustar e padronizar a
concentracao de microorganismos nas suspensdes para inoculacdo de meio de cultura.

ApoOs a leitura das absorbancias, foram obtidas diluicbes seriadas de cada
suspensdo até a diluicdo@em microlitros de cada diluicdo foi plaqueado em
triplicata em ASD e ap0s 48 horas de incubacdo a 37°C em aerobiose, 0 nimero
de colénias formadas para a diluicdo*1@i contado (Contador de col6nias
eletrbnico CP 600 Plus, Phoenix Industria e Comércio de Equipamentos
Cientificos Ltda, Araraquara, Sao Paulo, Brasil) (Figura paya cada
concentracdo de células acrescentadas aleatoriamente em NaCl 0,9%. Assim,
pode-se relacionar cada valor de absorbancia com o numero de células plagueadas

em ASD.
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Figura 16. Contador eletrdnico de coldénias CP 600 Plus, Phoenix, utilizado para a
contagem de colbnias.

Para obtencdo dos valores em UFC/mL em cada valor de absorbancia,
utilizou-se a seguinte equacao matematica:
UFC/mL = média aritmética ddnle col6nias da triplica X fator de diluicéo fL0
X volume de suspenséo plagueado (10).

Com isso conseguimos determinar a concentracdo de células/mL da
suspensao de microorganismos de acordo com o valor de absorbancia obtido com
densidade oOptica (OD) de 530 nm e utilizar uma suspensao com concentracao de

células padronizada.
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5. Ensaio de adesdo do microorganismo_Candidalbicans a superficie

polimérica

Para o teste de adeséo fungica, suspensdes de Calilidansem NacCl

0,9% foram ajustadas a concentracdo de 1,1'XURL/mL com ORsony; UM
volume de 0,1 mL dessa suspenséo foi utilizado para inocular 9,9 mL de meio de
cultura CSD previamente preparados e autoclavados. A partir dai, o meio de
cultura j& com o inéculo foi ajustado para a concentracéo de 1°1UFTIML.

Em seguida, os espécimes estéreis foram adicionados ao meio inoculado e

foram incubados a 37°C por 24 horas em condi¢cdes de aerobiose (Figura 18).

Figura 17. a) remogédo dos espécimes estéreis do papel grau cirtijjicotlocacdo dos
espécimes nos tubos de ensaio contendo CSD inoculado @bidans c) espécimes no
interior de tubos de ensaio previamente a sua incubacdo em aerobiose por 24 horas.

Apés a incubacdo, os espécimes foram removidos dos tubos de ensaio e
lavados com solucdo de NaCl 0,9% de forma breve e por cinco periodos, com
auxilio de placas de microtitulacdo com 12 pocos e de fundo chato, a fim de

remover microorganismos fracamente aderidos (Figura 19).
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Figura 18. Espécime sendo lavado de forma breve em NaCl 0,9% uma vez em cada pogo
da placa de microtitulacdo, totalizando 5 pocos, para remocdo das células fungicas
fracamente aderidas.

A seguir, os espécimes foram imersos em 10 mL de solugcéo de NaCl 0,9%
e agitados em vortex (Agitador de tubos Vortex AP 56, Phoenix Industria e
Comercio de Equipamentos Cientificos Ltda, Araraquara, Sao Paulo, Brasil)
durante 1 minuto (Figura 20) e em seguida deixados em repouso por 9 minutos.
Apoés este periodo, os tubos foram novamente agitados por 1 minuto, a fim de
desprender microorganismos ainda aderentes. Diluicdes téofen obtidas a
partir dessa solucao inicial em que os espécimes foram imersos e agitados.

Com auxilio de uma pipeta, trés aliquotas delL1l@a suspensdo de
microorganismos na diluicdo 1Oforam depositadas equidistantes em uma
extremidade da placa de Petri contendo ASD. Em seguida, a placa foi vertida de
modo que a suspensdo escorresse lineramente e percorresse todo o diametro da
placa, formando assim, trés fileiras onde cada uma representou uma placa de Petri

na técnica da triplicata em trés placas individuais (Figura 21). As placas foram,
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entdo, incubadas por 48 horas a 37°C em condicbes de aerobiose, e em seguida

realizou-se a contagem do numero de colbnias.

Figura 19. Espécime em tubo de ensaio com 10 mL de NaCl 0,9% estéril sendo agitado
em vortex para desprendimento das células fungicas aderidas a superficie polimérica.

Figura 20. a) Meio ASD sendo inoculado com 3 aliquotas de 10 pL cada. O indculo
correspondeu a diluicdo 1@a solucdo de NaCl 0,9% na qual o espécime foi agitado em
vortex para remocao das células aderidas em sua supdrjigaca de Petri sendo
inclinada para que as aliquotas escorresem e percorressem todo o didametro da placa.
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6. Avaliacdo do crescimento de__Candidaalbicans sobre a superficie

polimérica
ApoOs seu crescimento em ASD por 24 horas a 37°C em aerobiose, as

células de_Candidalbicansforam adicionadas em solu¢cdo de NaCl 0,9% e

tiveram sua concentracdo ajustada para 1,1 — 1,5 YEG/mL (ODs30nm) €m
espectrofotdmetro UV/Vis.

Em seguida, 100uL dessa suspensdo foram inoculados com auxilio de
alcas de Drigalski em placas de Petri contendo meio ASD. Imediatamente apos a
inoculacéo, os espécimes estéreis foram posicionados sobre a superficie do meio

de cultura inoculado (Figura 22).

Figura 21. a) Meio ASD sendo vertido em placa de Pelii;insercdo do inoculog)
in6culo sendo espalhado com alca de DrigalsKy;posicionamento dos espécimes
imediatamente apos a inoculagdo do meio de cultura.
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ApoOs incubacdo de 48 horas a 37°C em aerob{bsgura 23), 0s
espécimes foram removidos das placas e imediatamente submetidos a analise em
microscopia de luz (Microscopio Axiostar Plus, Carl Zeiss de México S. A. de C.
V., Santa Catarina, Coyoacan, México) (Figura 24) para se verificar o crescimento

fungico sobre sua superficie.

Figura 22. Espécimes sobre o meio ASD inoculado apos 48 horas de incubacéo a 37°C,
previamente a andalise por microscopia de lal. nanocompdsitos com maior
concentracao de nanoparticulas de prata (5%@s@cimes do grupo controle.

Figura 23. Microscopio de luzAxiostar Plus,utilizado para andlise do crescimento
fungico sobre a superficie dos espécimes de resina.
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7. Analise crescimento de_Candidalbicans sobre a superficie do polimero

atraves de microscopia eletrénica de varredura (MEV)
Um espécime de cada grupo foi analisado por MPdra isso, 0s
espécimes foram incubados em placas de microtitulagdo com 12 poc¢os contendo

3,96 mL de CSD inoculado com 4Q de suspenséao de Candighicans(ODs3()

1,1 x 10 UFC/mL em cada poco, de modo que se obteve no final uma
concentracdo de microorganismos de 1,1 X WFC/mL (Figura 25). Os
espécimes foram mantidos em estufa a 37° C por 5, 12 e 24 horas, em seguida,
foram removidos cuidadosamente dos pocos e lavados em PBS para remocéao das
células fungicas fracamente aderidas. Posteriormente, os espécimes foram imersos
em glutaraldeido 2,5% (Merck KGaA, Darmstadt, Hesse, Alemanha) a
temperatura de 4°C por 2 horas. Entdo, foram novamente lavados em PBS por 3

periodos de 5 minutos cada.

Figura 24. a) Meio de cultura CSD em placa de microtitulagdo sendo inoculado para
posterior adicdo dos espécimb};espécimes imersos em CSD inoculado préviamente a
incubacao.
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A desidratacdo dos espécimes foi realizada com imersdes sucessivas em
concentracdes seriadas de alcool 70%, 95% por 10 minutos e trés imersdes em
alcool 100% por 10 minutos. Imediatamente apds, os espéimes foram imersos em
hexametildesilazane 98% (Merck KGaA, Darmstadt, Hesse, Alemanha) por dois
periodos de 20 segundos cada e secos a temperatura ambiente.

ApoOs a fixacdo e deisdratacdo os espécimes foram montadswitesm
submetidos a metalizacdo aurica utilizando um metalizador (Balzers SCD-004,
Liechtenstein, Germany) para tornar a amostra condutora (1KV, 150Ap) (Figura
26). A espessura do filme de ouro que cobriu os espécimes foi de 10 nm (Figura
27). Os espécimes metalizados foram, entdo, examinados por meio da MEV
(Microscopio eletronico XL30 TMP, Philips, Eindhoven, Netherlands) (Figura

28).

Figura 25. a) Metalizador Balzers SCD-004 utilizado para o recobrimento aurico dos
espécimesb) espécimes sendo submetidos ao recobrimento com ouro para andlise por
MEV.
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Figura 26. Espécimes logo apds o recobrimento com filme de ouro de 10 nm de
espessura.

Figura 27. Microscopio Eletrénico de Varredura XL30 TMP, Philips utilizado para
analise do crescimento de microorganismos na superficie polimérica em diferentes
tempos.
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Anexo B - Resultados

Tabela 1. Média do numero de colénias e UFC/mL de cada espécime analisado do grupo
controle.

NUmero de colbnias — Controle

Espécime Triplicata Média UFC/mL
1 2 3
1 10 20 0 10 1000
2 20 10 0 10 1000
3 10 20 30 20 2000
4 30 10 0 13,33 1333,33
5 20 20 10 16,67 1666,67
6 90 110 80 93,33 9333,33
7 30 0 0 10 1000
8 40 20 10 23,33 2333,33
9 50 30 50 43,33 4333,33
10 20 30 30 26,67 2666,67
11 10 10 20 13,33 1333,33
12 70 40 40 50 5000
13 40 70 100 70 7000
14 50 90 40 60 6000
15 130 80 120 110 11000
16 40 90 30 53,33 5333,33
17 30 60 30 40 4000
18 70 40 70 60 6000
19 30 20 40 30 3000
20 20 0 10 10 1000
21 0 20 30 16,67 1666,67
22 30 10 20 20 2000
23 0 20 10 10 1000
24 50 70 90 70 7000
25 10 30 10 16,67 1666,67
26 0 40 0 13,33 1333,33
27 10 0 0 3,33 333,333
28 100 50 50 66,67 6666,67
29 10 0 20 10 1000
30 40 30 10 26,67 2666,67

33,89 3388,89
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Tabela 2. Média do numero de col6nias e UFC/mL de cada espécime analisado do grupo
de nanocompdsito com concentracdo de 0,05% de nanoparticulas com tamanho médio de
5 nm.

NuUmero de colénias — PMMA/Ag com nanoparticulas de tamanho médio de
5 nm — concentragdo 0,05%

Espécime Triplicata Média UFC/mL
1 2 3
1 0 10 0 3.33 333,33
2 0 30 0 10 1000
3 50 40 20 36,67 3666,67
4 0 0 10 3,33 333,33
5 10 0 0 3,33 333,33
6 10 40 10 20 2000
7 20 40 40 33,33 3333,33
8 0 0 20 6,67 666,67
9 20 30 0 16,67 1666,67
10 10 10 30 16,67 1666,67
11 60 80 20 53,33 5333,33
12 0 0 10 3,33 333,33
13 10 30 10 16,67 1666,67
14 0 20 40 20 2000
15 0 10 0 3,33 333,33
16 80 10 20 36,67 3666,67
17 0 10 10 6,67 666,67
18 0 0 0 0 0
19 10 30 10 16,67 1666,67
20 30 0 0 10 1000
21 10 30 30 23,33 2333,33
22 40 20 20 26,67 2666,67
23 20 0 20 13,33 1333,33
24 10 0 0 3,33 333,33
25 20 70 10 33,33 3333,33
26 10 10 40 20 2000
27 0 10 0 3,33 333,33
28 0 10 0 3,33 333,33
29 10 30 10 16,67 1666,67
30 0 0 10 3,33 333,33

15,44 1544,44
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Tabela 3. Média do numero de col6nias e UFC/mL de cada espécime analisado do grupo
de nanocompdsito com concentracdo de 0,05% de nanoparticulas com tamanho médio de
10 nm.

NUmero de coldénias -PMMA/Ag com nanoparticulas de tamanho médio de
10 nm — concentracao 0,05%

Espécime Triplicata Média UFC/mL
1 2 3

1 20 40 60 40 4000
2 10 10 10 10 1000
3 20 50 40 36,67 3666,67
4 0 0 0 0 0

5 0 10 0 3,33 333,33
6 0 0 0 0 0

7 10 10 0 6,67 666,67
8 10 0 10 6,67 666,67
9 20 10 0 10 1000
10 0 10 10 6,67 666,67
11 20 10 10 13,33 1333,33
12 30 0 40 23,33 2333,33
13 10 10 20 13,33 1333,33
14 30 30 60 40 4000
15 30 30 20 26,67 2666,67
16 30 20 10 20 2000
17 20 10 10 13,33 1333,33
18 0 0 10 3,33 333,33
19 0 40 40 26,67 2666,67
20 0 10 10 6,67 666,667
21 110 100 20 76,67 7666,67
22 10 40 20 23,33 2333,33
23 0 130 50 60 6000
24 10 20 10 13,33 1333,33
25 60 70 120 83,33 8333,33
26 10 10 0 6,67 666,67
27 0 10 40 16,67 1666,67
28 20 20 10 16,67 1666,67
29 20 10 10 13,33 1333,33
30 10 10 20 13,33 1333,33

21 2100
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Tabela 4. Média do numero de col6nias e UFC/mL de cada espécime analisado do grupo
de nanocompésito com concentracdo de 0,5% de nanoparticulas com tamanho médio de 5
nm.

Numero de colénias — PMMA/Ag com nanoparticulas de tamanho rdéo de
5 nm — concentracdo 0,5%

Espécime Triplicata Média UFC/mL
1 2 3

1 50 40 5 31,67 3166,67
2 10 10 2 7,33 733,33
3 0 0 1 0,33 33,33
4 10 10 1 7 700

5 50 80 3 44,33 4433,33
6 50 50 1 33,67 3366,67
7 20 20 1 13,67 1366,67
8 10 10 4 8 800

9 50 20 1 23,67 2366,67
10 10 10 0 6,67 666,667
11 10 20 2 10,67 1066,67
12 20 10 1 10,33 1033,33
13 30 70 8 36 3600
14 30 20 2 17,33 1733,33
15 0 20 0 6,67 666,67
16 0 10 2 4 400

17 10 10 0 6,67 666,67
18 60 70 3 44,33 4433,33
19 10 10 0 6,67 666,67
20 0 0 1 0,33 33,33
21 60 10 2 24 2400
22 0 0 1 0,33 33,33
23 0 0 1 0,33 33,33
24 0 0 3 1 100
25 10 0 0 3,33 333,33
26 20 30 4 18 1800
27 10 20 1 10,33 1033,33

13,95 1395,06
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Tabela 5. Média do numero de col6nias e UFC/mL de cada espécime analisado do grupo
de nanocompdésito com concentracdo de 0,5% de nanoparticulas com tamanho médio de
10 nm.

Numero de coldénias -PMMA/Ag com nanoparticulas de tamanho médio de
10 nm — concentracao 0,5%

Espécime Triplicata Média UFC/mL
1 2 3

1 10 10 50 23,33 2333,33
2 10 10 0 6,67 666,67
3 0 0 10 3,33 333,33
4 10 10 10 10 1000
5 10 10 10 10 1000
6 10 0 0 3,33 333,33
7 20 30 20 23,33 2333,33
8 20 60 10 30 3000
9 20 10 10 13,33 1333,33
10 0 0 10 3,33 333,333
11 10 10 30 16,67 1666,67
12 30 10 10 16,67 1666,67
13 0 10 50 20 2000
14 30 0 10 13,33 1333,33
15 10 10 0 6,67 666,67
16 10 30 20 20 2000
17 0 0 10 3,33 333,33
18 30 20 10 20 2000
19 20 0 30 16,67 1666,67
20 20 30 20 23,33 2333,33
21 30 10 20 20 2000
22 0 0 20 6,67 666,67
23 0 10 0 3,33 333,33
24 60 10 70 46,67 4666,67
25 0 10 0 3,33 333,33
26 50 60 90 66,67 6666,67
27 0 20 20 13,33 1333,33
28 30 20 10 20 2000
29 0 0 10 3,33 333,33
30 10 30 20 20 2000

16,22 1622,22
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Tabela 6. Média do numero de col6nias e UFC/mL de cada espécime analisado do grupo
de nanocompdésito com concentracdo de 5% de nanoparticulas com tamanho médio de 5
nm.

NuUmero de colénias — PMMA/Ag com nanoparticulas de tamanho médio de
5 nm — concentragdo 5%

Espécime Triplicata Média UFC/mL
1 2 3
1 10 20 0 10 1000
2 30 0 20 16,67 1666,67
3 10 20 0 10 1000
4 10 40 40 30 3000
5 0 0 0 0 0
6 40 10 30 26,67 2666,67
7 10 20 20 16,67 1666,67
8 10 30 40 26,67 2666,67
9 10 20 0 10 1000
10 0 0 10 3,33 333,33
11 20 50 20 30 3000
12 50 50 70 56,67 5666,67
13 0 10 0 3,33 333,33
14 10 10 10 10 1000
15 30 20 0 16,67 1666,67
16 40 30 20 30 3000
17 30 20 10 20 2000
18 10 10 10 10 1000
19 0 0 10 3,33 333,33
20 30 40 40 36,67 3666,67
21 0 10 10 6,67 666,67
22 0 0 10 3,33 333,33
23 50 50 60 53,33 5333,33
24 20 0 0 6,67 666,67
25 10 20 0 10 1000
26 20 0 0 6,67 666,67
27 20 20 0 13,33 1333,33
28 10 10 0 6,67 666,67
29 20 10 0 10 1000
30 20 10 0 10 1000

16,44 164444
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Tabela 7. Média do numero de col6nias e UFC/mL de cada espécime analisado do grupo
de nanocompdsito com concentracdo de 5% de nanoparticulas com tamanho médio de 10
nm.

NuUmero de colénias — PMMA/Ag com nanoparticulas de tamanho médio de
10 nm — concentragdo 5%

Espécime Triplicata Média UFC/mL
1 2 3

1 30 10 40 26.67 2666.67
2 0 0 10 3.33 333.33
3 10 40 30 26.67 2666.67
4 60 70 40 56.67 5666.67
5 40 50 80 56.67 5666.67
6 10 0 0 3.33 333.33
7 10 0 0 3.33 333.33
8 10 20 30 20 2000
9 30 0 10 13.33 1333.33
10 70 30 20 40 4000
11 40 60 50 50 5000
12 0 0 20 6.67 666.67
13 10 40 30 26.67 2666.67
14 40 20 10 23.33 2333.33
15 30 20 20 23.33 2333.33
16 0 0 10 3.33 333.33
17 20 0 0 6.67 666.67
18 30 0 10 13.33 1333.33
19 10 20 10 13.33 1333.33
20 30 10 60 33.33 3333.33
21 20 10 70 33.33 3333.33
22 30 40 80 50 5000
23 10 10 10 10 1000
24 20 0 0 6.67 666.67
25 40 20 10 23.33 2333.33
26 80 120 80 93.33 9333.33
27 40 30 40 36.67 3666.67
28 20 20 10 16.67 1666.67
29 80 40 80 66.67 6666.67
30 20 10 0 10 1000

26.56 2655.56
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Tabela 8. Andlise estatistica com teste de Teste de Kruskal — Walllis.

Resultados
H= 18,5912
Graus de liberdade = 6
(p) Kruskal — Wallis = 0,0049
R1= 4120,0000
R2= 2808,0000
R3= 3674,5000
R4= 2260,5000
R5= 2855,0000
R6= 2695,5000
R7= 3114,5000
R 1 (posto médio) = 137,3333
R 2 (posto médio) = 93,6000
R 3 (posto médio) = 122,4833
R 4 (posto médio) = 83,7222
R 5 (posto médio) = 95,1667
R 6 (posto médio) = 89,8500
R 7 (posto médio) = 103,8167
Comparacdes (método de Dunn) Dif. Postos  Z calculado  Z critico P
Postos médios 1 e 2 43,7333 2.8277 3,038 Ns
Postos médios 1e 3 14,8500 0,9602 3,038 Ns
Postos médios 1 e 4 53,6111 3,3739 3,038 <0,05
Postos médios 1 e 5 42,1667 2,7264 3,038 Ns
Postos médios 1 e 6 47,4833 3,0702 3,038 <0,05
Postos médios 1 e 7 33,5167 2,1671 3,038 Ns
Postos médios 2 e 3 28,8833 1,8675 3,038 Ns
Postos médios 2 e 4 9,8778 0,6216 3,038 Ns
Postos médios 2 e 5 1,5667 0,1013 3,038 Ns
Postos médios 2 e 6 3,7500 0,2425 3,038 Ns
Postos médios 2 e 7 10,2167 0,6606 3,038 Ns
Postos médios 3 e 4 38,7611 2,4394 3,038 Ns
Postos médios 3 e 5 27,3167 1,7662 3,038 Ns
Postos médios 3 e 6 32,6333 2,1100 3,038 Ns
Postos médios 3 e 7 18,6667 1,2069 3,038 Ns
Postos médios 4 e 5 11,4444 0,7202 3,038 Ns
Postos médios 4 e 6 6,1278 0,3856 3,038 Ns
Postos médios 4 e 7 20,0944 1,2646 3,038 Ns
Postos médios 5 e 6 5,3167 0,3438 3,038 Ns
Postos médios5e 7 8,6500 0,5593 3,038 Ns

Postos médios 6 e 7 13,9667 0,9031 3,038 Ns
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Figura 28. Imagens obtidas através da MEV com modos de an&tiaesing eetrons

(SE) eBackscattering electrons (BSE). No modo BSE a imagem é gerada pela emisséo

de elétrons retroespalhados e demonstra diferencas composicionais na regido selecionada
da amostra. As imagens evidenciam a superficie do nanocompdsito com pouco
crescimento flungico e grande quantidade de regibes com aglomerados de pontos mais
claros, sendo um indicativo da presenca de calcio nessas régi@@socompadsito com
nanoparticulas de tamanho 5 nm e concentracdo 0,05% (12 HRyragnocompaosito

com nanopatrticulas de tamanho 10 nm e concentracdo 0,05% (12 horas).
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Figura 29. Imagens de MEV evidenciando presenca de poros e/ou defeitos na superficie
do nanocompadsito com concentracdo de 5% de nanoparticulas, e a localizacédo de células
de C. albicans no interior e adjascentes a essas arégs.nanocompdsito com
nanoparticulas de tamanho 10 rB);nanocompdsito com nanoparticulas de tamanho 5

nm.
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Figura 30. Presenca de células de &bicansna forma de hifas e pseudohifas na
superficie do nanocompdsitod) nanocompésito com concentracdo de 5% de
nanoparticulas de prata com tamanho 10 Bjnpanocompdsito com concentragdo de
0,5% de nanoparticulas de prata com tamanho 10nm.
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Anexo C - Normas para publicacao

Tuternational Jouwnal of Antimicnobial gents

Guide for Authors
Official Journal of the International Society of Chemotherapy

These guidelines generally follow the "Uniform Requirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Journals”. The complete document appea“s at
http://www.icmje.org

Submission

The Journal now accepts online submissions only. Manuscripts can be submitted
at http://ees.elsevier.com/ijaaDnce the manuscript has been uploaded, our
system automatically generates an electronic pdf proof, which is then used for
reviewing. All correspondence, including notification of the Editor's decision and
requests for revisions, will be managed via this system. Authors may also track
the progress of their paper using this system to final decision.

If you have any problems submitting your paper through this system, please
contact the Editorial Office on: e-mail._ijaa@elsevier.caml: +44 (0)1865
843270; fax: +44 (0)1865 843992.

Journal Publishing Agreement

Upon acceptance of an article, authors will be asked to sign a "Journal Publishing
Agreement” (for more information on this and copyright see
http://www.elsevier.com/authorsAcceptance of the agreement will ensure the
widest possible dissemination of information. An e-mail (or letter) will be sent to
the corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a
‘Journal Publishing Agreement' form.

If excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain
written permission from the copyright owners and credit the source(s) in the
article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases: contact
Elsevier's Rights Department, Philadelphia, PA, USA: phone (+1) 215 239 3804,
fax (+1) 215 239 3805, e-mail healthpermissions@elsevier.equests may

also be completed online via the Elsevier homepages (
http://www.elsevier.com/locate/permissipns

Submission of an article implies that the work described has not been published
previously (except in the form of an abstract or as part of a published lecture or
academic thesis), that it is not under consideration for publication elsewhere, that
its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the
responsible authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it
will not be published elsewhere in the same form, in English or in any other
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language, without the written consent of the Publisher.

Authorship

All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1)
the conception and design of the study, or acquisition of data, or analysis and
interpretation of data, (2) drafting the article or revising it critically for important
intellectual content, (3) final approval of the version to be submitted.

Article types

The following types of manuscripts are routinely accepted (please note that word
count is from abstract to references but excluding references):

Original Articles : The form of these articles is discussed fully below; an abstract

is required. They should be no longer than 4000 words (as above, please note that
word count also excludes tables, figures and legends). IJAA will be happy to
consider papers of veterinary origin as long as there is some linkage of the
scientific work back to human antibiotic use.

Letters: Headings should not be used in a letter; no abstract or keywords are
required. The text should be no more than 800 words; there should be a maximum
of 7 references and one table or figure may be included.

Reviews An abstract and keywords are required. The text should be divided into
sections by suitable headings. Tables and figures may be used as appropriate for
the text. They should be no longer than 5000 words.

Opinions and Commentaries These take the same form as a review.

Short Communications These should be no more than 2,500 words, with up to

15 references and a maximum of 3 figures or tables.

Leaders These tend to be invited papers but unsolicited Leaders are welcome.
There are no abstract, keywords or section headings.

Submission Checklist
Please ensure that the following are including in your submission:

- One author designated as corresponding author:

- Their E-mail address

- Full postal address

- Telephone and fax numbers

- Keywords

- Cover letter addressed to the Editor, introducing the manuscript and confirming
that it is not being submitted concurrently elsewhere

- All figure captions

- All tables (including title, description, footnotes)

- All necessary files have been uploaded as attachments to the e-mail

- Manuscript has been spell checked

- All text pages have been numbered

- References are in the correct format for this journal

- All references mentioned in the Reference list are cited in the text and vice versa
- Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including the Web)

- Colour figures are clearly marked as being intended for colour reproduction or to
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be reproduced in black-and-white.

Manuscripts

Please type all pages with double spacing and wide margins on one side of the
paper. Words to be printed in italics are to be underlined. Title page, abstract,
tables, legends to figures and reference list should each be provided on separate
pages of the manuscript.

Use a true type font such as Times New Roman or Arial. The text should be in
single-column format. Number the pages. In order to help our reviewers please
number each line of the manuscript. Keep the layout of the text as simple as
possible. Most formatting codes will be removed and replaced on processing the
article. In particular, do not use the options to justify text or to hyphenate words.
However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc. Do not embed
‘graphically designed' equations or tables, but prepare these using the facility in
Word or as a separate file in Excel. When preparing tables, if you are using a table
grid, use only one grid for each individual table and not a grid for each row. Do
not prepare tables in Powerpoint. The electronic text should be prepared in a way
very similar to that of conventional manuscripts (see alsa:
http://www.elsevier.com/authgrsDo not import the figures into the text file but,
instead, indicate their approximate locations directly in the electronic text and on
the manuscript. See also the section on illustrations

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the spellchecker.

The title page should include: the title, the name(s) and affiliation(s) of the
author(s), an address for correspondence, and telephone/fax numbers for editorial
queries. All articles should include an Abstract (a single paragraph) of no more
than 120 words and 3-6 key words for abstracting and indexing purposes.

Pleasedo not split the article into separate files (title page as one file, text as
another, etc.). Ensure that the letter 'I' and digit '1' (also letter 'O" and digit '0") have
been used properly, and structure your article (tabs, indents, etc.) consistently.
Characters not available on your computer (Greek letters, mathematical symbols,
etc.) should not be left open but indicated by a unique code (e.g., gralpha, @, #,
etc., for the Greek letter). Such codes should be used consistently throughout the
entire text. Please make a list of such codes and provide a key. Do not allow your
computer to introduce word splits and do not use a 'justified’ layout. Please adhere
strictly to the general instructions on style/arrangement and, in particular, the
reference style of the journal. It is very important that you save your file in the
standard format for the program you are using. If your computer features the
option to save files 'in flat ASCII', please do not use it.

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but
not a mixture of these). Italics are not to be used for expressions of Latin origin,

for example, in vivo, et al., per se. Use decimal points (hot commas); use a space
for thousands (10 000 and above).

Provide the following data in your submission (in the order given). This is
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required for all types of paper submitted.
Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a
double name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all
affiliations with a lower-case superscript letter immediately after the author's
name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of
each affiliation, including the country name.

Corresponding author. Clearly indicate who is willing to handle correspondence
at all stages of refereeing and publication, also post-publicaiinsure that
telephone and fax numbers (with country and area code) are provided in
addition to the e-mail address and the complete postal address.

Present/permanent address. If an author has moved since the work described in

the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent
address') may be indicated as a footnote to that author's name. The address at
which the author actually did the work must be retained as the main, affiliation
address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract. A concise and factual abstract is required (maximum length 200 words).
The abstract should state briefly the purpose of the research, the principal results
and major conclusions. An abstract is often presented separately from the article,
so it must be able to stand alone. Do not cite references in the abstract. Non-
standard or uncommon abbreviations should be avoided in the abstract, but if
essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Keywords. Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords,
using British spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts
(avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing with abbreviations: only abbreviations
firmly established in the field may be eligible. These keywords will be used for
indexing purposes.

Abbreviations. Define abbreviations that are not standard in this field at their first
occurrence in the article: in the abstract but also in the main text after it. Ensure
consistency of abbreviations throughout the article.

Subdivision of the article. Divide your article into clearly defined and numbered
sections. Subsections should be numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ?), 1.2, etc. (the
abstract is not included in section numbering). Use this numbering also for
internal cross-referencing: do not just refer to 'the text." Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction. State the objectives of the work and provide an adequate
background, avoiding a detailed literature survey or a summary of the results.
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Experimental/Materials and methods. Provide sufficient detail to allow the work

to be reproduced. Methods already published should be indicated by a reference:
only relevant modifications should be described.

Include in figure legends and table texts technical details of methods used, while
describing the methods themselves in the main text.

Resultg/Discussion. This should explore the significance of the results of the
work, not repeat them. A combined Results and Discussion section is often
appropriate in a Short Communication but not in an Original Article. Avoid
extensive citations and discussion of published literature.

Acknowledgement. Collate acknowledgements in a separate section at the end of
the article and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the
title or otherwise. When the work included in a paper has been supported by a
grant from any source, this must be indicated. A connection of any author with
companies producing any substances or apparatus used in the work should be
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paper is accepted (see the 'conflict of interest' section below). All contributors
who do not meet the criteria for authorship as defined above should be listed in an
acknowledgements section. Examples of those who might be acknowledged
include a person who provided purely technical help, writing assistance, or a
department chair who provided only general support. Authors should disclose
whether they had any writing assistance and identify the entity that paid for this
assistance.

References. References should be numbered consecutively (with parentheses) as
they appear in the text. Type the reference list with double spacing on a separate
sheet. References should accord with the system used in Uniform requirements for
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Examples:
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communications, unpublished data or manuscripts either 'in preparation’ or
'submitted for publication'. If essential, such material may be incorporated into the
appropriate place in the tex@echeck references in the text against reference list

after your manuscript has been revised.
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[llustrations. Photographs should be presented as high quality jpg (jpeg) or tiff
files with high contrast. Magnification should be indicated by a line representing
the actual scale of reproduction (0.1 mm, 1mm or 10 mm); the use of
magnification factors is to be avoided where possible. lllustrations will not be
redrawn by the Publisher: line figures should be suitable for direct reproduction.
They should be prepared with black on white background, or be black-and-white
images; they should be completely and consistently lettered, the size of the
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dimensions 215 x 285 mm and contain no essential information or labelling near

the edges. Further information about artwork can be found on the World Wide
Web: access undeshttp://www.elsevier.com/locate/authorartwork

Colour figures. Colour figures will be included subject to the authors' agreement
to defray the cost.

Specific remarksMathematical formulae. Present simple formulae in the line of
normal text where possible. In principle, variables are to be presented in italics.
Use the solidus (/) instead of a horizontal line,

e.g., Xp/Ym

Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively
any equations that have to be displayed separate from the text (if referred to
explicitly in the text).

Tables. Number tables consecutively in accordance with their appearance in the
text. Place footnotes to tables below the table body and indicate them with
superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables
and ensure that the data presented in tables do not duplicate results described
elsewhere in the article.

Nomenclature and units. Follow internationally accepted rules and conventions:
use the international system of units (SI). If other quantities are mentioned, give
their equivalent in SI.

DNA sequences and GenBank Accession numbers. Many Elsevier journals cite
‘gene accession numbers' in their running text and footnotes. Gene accession
numbers refer to genes or DNA sequences about which further information can be
found in the databases at the National Center for Biotechnical Information (NCBI)
at the National Library of Medicine. Elsevier authors wishing to enable other
scientists to use the accession numbers cited in their papers via links to these
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sources, should type this information in the following manner:

For each and every accession number cited in an article, authors should type the
accession number ibold, underlined text . Letters in the accession number
should always be capitalised. (See example below.) This combination of letters
and format will enable Elsevier's typesetters to recognise the relevant texts as
accession numbers and add the required link to GenBank's sequences.

Example:
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