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Monteiro DR. Andlise da incorporacdo de nanoparticulas de prata a uma
resina acrilica para base protética [dissertacdo]. Aracatuba: Faculdade de

Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2008.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a incorporacdo de nanoparticulas de
prata a uma resina acrilica para base protética por meio de testes de liberacdo em
agua deionizada por diferentes periodos e através de analises da distribuicdo e
dispersdo destas particulas na massa polimérica. Utilizou-se a resina acrilica
termopolimerizavel Lucitone 550 e as nanoparticulas de prata foram sintetizadas
por meio da reducdo 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 transmissdo (MET), tendo-se obtido particulas na forma
esférica e com tamanho médio de 60 nm. A resina acrilica foi proporcionada de
acordo com as instrugdes do fabricante e a solucdo coloidal de nanoparticulas de
prata foi adicionada ao componente liquido da resina acrilica nas concentragdes de
0,05%, 0,5% e 5% baseadas na massa do polimero. Ap6s o processamento
laboratorial, os espécimes foram armazenados em agua deionizada a 37°C por 7,
15, 30, 60 e 120 dias. As amostras de cada solucdo foram analisadas por
espectroscopia de absorcdo atdbmica. Espécimes antes e ap6s 120 dias de imersdo
em é&gua foram analisados por MEV para caracterizacdo morfolégica do
nanocomposito. Ndo houve liberacdo de prata detectavel pelo aparelho,

independentemente da concentracdo de coldide adicionada ao polimero e do



tempo de imersdo em agua deionizada. As microscopias mostraram que, de uma
forma geral, quanto menor a concentragdo de coloide de prata adicionada, menor a
distribuicdo e maior a dipersdo das particulas no polimero. Também ocorreu uma
tendéncia das nanoparticulas localizarem-se, principalmente, na superficie externa
dos espécimes ap6s 120 dias de armazenamento. Concluiu-se que houve
incorporacgdo das nanoparticulas de prata ao polimero da resina acrilica e estas ndo
foram liberadas em &gua por até 120 dias, e a sua distribuicdo e dispersdao na
matriz polimérica variaram em funcéo da concentracao adicionada e do periodo de

armazenamento.

Palavras-chave: Nanotecnologia, Prata, Polimetil Metacrilato, Bases de

Dentadura.



Monteiro DR. Evaluation of an acrylic denture base resin with added silver
nanoparticles [dissertation]. Aracatuba: UNESP - Sdo Paulo State University;

2008.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the incorporation of silver nanoparticles to
an acrylic denture base resin by testing the silver release in deionized water at
different times, and through morphological analysis to check the distribution and
dispersion of these particles in the polymer. The heat-polymerised acrylic resin
Lucitone 550 was used and the silver nanoparticles were synthesized by reduction
of silver nitrate with sodium citrate. The form and size of the particles were
confirmed by scanning and transmission electron microscopy. Most of the
particles showed a diameter of about 60 nm and spherical form. The acrylic resin
was prepared in accordance with the manufacturers’ instructions and silver
nanoparticles solution was added to the monomer of the acrylic resin in the
concentrations of 0.05wt%, 0.5wt% and 5wt%. The specimens were stored in
deionized water at 37°C for 7, 15, 30, 60 and 120 days, and each solution was
analyzed by atomic absorption spectroscopic. The specimens were characterized
by scanning electron microscopy before and after their immersion in water. Silver
was not detected in deionized water regardless of the silver nanoparticles added to
the polymer and of the storage period. The micrographs usually showed that when
lower concentrations of silver nanoparticles were added, the particles distribution

was reduced whereas their dipersion was improved into the polymer. Moreover,



nanoparticles were mainly located at the surface of the specimens after 120 days
of storage. The results showed that the silver nanoparticles were incorporated in
the denture base resin polymer, and these nanoparticles were not detected in
deionized water for up to 120 days. Moreover, the distribution and dispersion of
the particles in the polymer changed with the silver concentration added and the

period of storage.

Key-words: Nanotechnology, Silver, Polymethyl Methacrylate, Denture Bases.
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utilizadas na sintese das nanoparticulas de prata; b)
baldo de fundo redondo conectado a um condensador e
ao espectrofotdbmetro de UV/Vis, contendo no seu
interior as solugbes que foram mantidas sob agitacéo
magnética e aquecimento a 97°C por cerca de 10
minutos

Solugdo coloidal de nanoparticulas de prata com
tonalidade amarelo &mbar, que € um dos indicativos da
formacéo destas nanoparticulas

Espectrofotdmetro UV-Vis Shimadzu Multspec 1501
utilizado durante a sintese para acompanhar a formacéo
das nanoparticulas de prata

Difratbmetro de raios-X, Rigaku DMax-2000PC, com
anodo rotatorio e radiagdo CuK, (. = 1,5418 A),
utilizado para confirmar a presenca de prata na solucéo
coloidal

a) Matriz metalica com réplica macica do espécime de
resina acrilica localizada centralmente em sua base; b)
condensacdo manual do silicone no interior da matriz
metalica; c) silicone no interior da matriz apds
condensacdo deste material; d) molde em silicone
vazado ja pronto

a) Perfuracdo do molde com agulha para passagem do
fio de silicone; b) aspecto do molde em silicone apés a
passagem do fio; ¢) moldes em silicone fixados sobre
uma lamina de vidro; d) interior dos moldes preenchidos
com cera utilidade

a) Moldes em silicone preenchidos com cera utilidade e
incluidos em gesso no interior da mufla; b) l1amina de
vidro posicionada sobre os moldes incluidos e fixada
com cera utilidade; c) encaixe da contra-mufla e

preenchimento da mesma com gesso pedra tipo Ill; d)
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Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

prensagem da mufla metélica e eliminacdo dos excessos
de gesso

a) Remocé&o da cera utilidade do interior dos moldes em
silicone com auxilio de um hollemback; b) eliminacdo
dos residuos de cera com algoddo e acetona pura; c)
interior dos moldes limpos e prontos para receberem a
resina acrilica; d) ldmina de vidro posicionada na
superficie do gesso pedra da contra-mufla

a) Resina acrilica e b) solucgéo coloidal de nanoparticulas

de prata para ser adicionada ao PMMA

a) Espatula, pote de vidro e tampa utilizados para a
mistura do polimero, monémero e coldide de prata; b)
mistura da solucdo coloidal de nanoparticulas de prata
com o mondmero; ¢) acréscimo do polimero a solucao
de mon6émero contendo o coloide de prata

Aspecto do espécime ap6s desinclusdo e preso ao fio de
silicone

a) Fio de silicone fixo a tampa do tubo de polipropileno;
b) especimes imersos em agua deionizada no interior dos
tubos de polipropileno

Agitador orbital Tecnal TE 420. Suporte metélico para
contencdo dos tubos de polipropileno encaixado sobre a
plataforma agitadora

Espectrofotdbmetro de absor¢cdo atdbmica Varian
AA240FS utilizado para avaliar a presenca de prata nas
amostras

Curva de calibracdo linear (absorbancia x concentragédo
de Ag) calculada pelo espectrofotdmetro e obtida a partir
das medidas de absorbéancia das solugbes padrfes de
nitrato de prata

Preparacdo dos espécimes para analise por meio de

MEV. Deposicdo de ouro sobre as superficies dos
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Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

espécimes: a) superficie externa e b) superficie interna
do espécime apos fratura criogénica

Microscopio eletronico FEG-VP Zeiss Supra 35
utilizado na obtencdo das micrografias para analise
morfoldgica dos espécimes

Espectros de absorcdo atbmica das solugdes coletadas
em t; a partir do nanocompésito PMMAJ/Ag contendo
0,5% (a) e 5% (b) de coloide de prata

Espectros de absorcdo atbmica das solugdes coletadas
em t, a partir do nanocomposito PMMA/Ag contendo
0,5% (a) e 5% (b) de coloide de prata

Espectros de absor¢do atdmica das solugdes coletadas
em t3 a partir do nanocomposito PMMA/Ag contendo
0,5% (a) e 5% (b) de coloide de prata

Espectros de absor¢do atdmica das solugdes coletadas
em t; a partir do nanocompoésito PMMA/Ag contendo
0,5% (a) e 5% (b) de coloide de prata

Espectros de absorcdo atébmica das solugdes coletadas
em ts a partir do nanocomposito PMMA/Ag contendo
0,5% (a) e 5% (b) de coldide de prata
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

% = Porcentagem

Ag = Prata

Ag" = ons prata

-SH = Grupo tiol

ADN = Acido desoxirribonucléico

pg/mL = Micrograma por mililitro

ppm = Parte por milh&o

< = Menor

PA = Polimero poliamida

MET = Microscopia eletronica de transmissédo
MEV = Microscopia eletrénica de varredura
PMMA = Poli (metil metacrilato)

AgNO; = Nitrato de prata

NazCsHsO7 = Citrato de sodio

mL = Mililitro

mol.L* = Mol por litro

°C = Grau Celsius

pH = Potencial hidrogeniénico

UV/Vis = Ultravioleta visivel

nm = Nandmetro



Ke = Tipo de radiacao

CuK, = Radiacdo K, do cobre

A = Comprimento de onda

A = Angstron

mm = Milimetro

g = Grama

ML = Microlitro

t = Tempo

mM = Mili molar

mg/L = Miligrama por litro
Ca(NOs), = Nitrato de célcio

KCI = Cloreto de potassio
NaH;PO4 = Fosfato de sodio monobasico
Na = Sodio

ty = Temperatura de transi¢éo vitrea
pg/(mL.h) = Micrograma por mililitro por hora
NPs = Nanoparticulas

KOH = Hidroxido de potassio

Kx = Mil vezes

Unid. Arb. = Unidade arbitraria

20 = Angulo de difrago

Absorb. = Absorbéncia

S = Segundo



min

rpm

KV

mA

= Minuto
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= Rotac¢do por minuto
= Quilovolt
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1. Introdugéo*

Estudos tem mostrado que aproximadamente 50 a 70% dos usuarios de
préteses totais apresentam uma patologia conhecida como estomatite protética
(1,2). Ela caracteriza-se por eritemas homogéneos ou areas focais avermelhadas

especialmente no palato e estd associada ao fungo Candida albicans (3,4). Seu

tratamento ainda é motivo de preocupacao, pois recidivas sao freqlientes apds sua
interrupcdo e vérias espécies de Candida tém adquirido resisténcia ao limitado
namero de antifungicos disponiveis no mercado (5). Esse fato representa um
desafio na pratica odontoldgica e tem estimulado o desenvolvimento de métodos
de prevencdo da estomatite, tais como a incorporagdo de agentes antimicrobianos
em polimeros utilizados como base protética e como condicionadores de tecidos
(6-11).

A prata (Ag) tem sido amplamente utilizada em dispositivos poliméricos
na area médica (12-29) por apresentar propriedades antimicrobianas para um largo
espectro de microorganismos, incluindo bactérias gram positivas e negativas (30-
34) e fungos (7,8,35,36). Acredita-se que ions prata (Ag") interagem com grupos
sulfuricos ou grupos tiol (-SH) nas membranas dos microorganismos, causando
desregulacdo de sua permeabilidade e, com isso, a morte da célula microbiana
(atividade bactericida) (24). Os Ag® também podem interagir com o &cido
desoxirribonucléico (DNA) impedindo sua reprodugdo celular (atividade
bacteriostatica) (24). Entretanto, o seu uso deve ser feito com cautela ja que tem

sido demonstrada uma toxicidade dependente da concentragdo de prata (37).

* O artigo segue as normas do periddico International Journal of Antimicrobial Agents, disponivel

no anexo C.
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Essa concentracdo variou de 5 — 10 pg de Ag/mL para induzir necrose ou
apoptose de células espermatogonias de ratos (37).

O uso de nanoparticulas de prata como agente antimicrobiano merece
atencdo, uma vez que particulas nanométricas apresentam menor tamanho e maior
razdo da area de superficie por volume e maior area disponivel para oxidagdo
(38). Além disso, a sua incorporacdo em polimeros resulta em indmeras
aplicacbes, como medicamentos (18), cicatrizadores de feridas (18), catéteres
venosos (27) e urinarios (15), fios de sutura (24), tendGes artificiais (24), adesivos
ortodoénticos (23), mascaras cirurgicas (20) e tubos endotraqueais (39).

Furno et al. (17) incorporaram nanoparticulas de prata a um silicone
utilizado para implantes médicos e verificaram as taxas de liberacdo de Ag* em
agua deionizada e em proteina plasmatica. Em plasma ela foi cerca de 10 vezes
superior (4 ppm) a liberagdo em &gua deionizada (<0,5 ppm) durante os 5
primeiros dias. Esses resultados indicam a afinidade de Ag® por proteinas,
comprometendo clinicamente a eficacia de implantes médicos impregnados com
Ag, uma vez que estes dispositivos logo apds a sua instalacdo séo cobertos por
glicoproteinas (28). Pensando nisso, 0s autores destacaram a necessidade de se ter
uma quantidade suficiente de Ag® por determinado periodo de tempo para suprir
aqueles perdidos pela ligacdo com as proteinas.

Diversos trabalhos (12,19,22,24-26) tém avaliado a liberagio de Ag® a
partir de polimeros poliamida (PA) e caracterizado morfologicamente estes
materiais por meio de microscopia eletrénica de trasmissdo (MET) e de varredura
(MEV). A distribuicdo e a dispersdo das particulas de prata dependeram da area

de superficie especifica das particulas, ou seja, quanto menor o didmetro das
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particulas melhor a sua distribuicdo e dipersdo na massa polimérica (12). A
liberagdo foi superior em polimeros mais hidrofilicos (19) e com menor grau de
cristalinidade (26). Ela aumentou com a concentragdo de Ag adicionada ao
polimero e com o tempo de imersdo em &gua (12). Finalmente, Damm et al. (24)
encontraram que nanocompositos liberaram mais prata que microcompositos.

No experimento de Yu et al. (11) nanoparticulas de prata adicionadas ao
poli (metil metacrilato) (PMMA) 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 prata, Kong et
al. (21) observaram que ap0s 6 meses de imersdo em agua destilada a maioria das
nanoparticulas de prata foi liberada. As anélises por MET comprovaram essa
liberacdo, evidenciando a superficie da nanofibra totalmente coberta pelas
particulas de prata antes da imerséo e, ap6s 0 armazenamento em agua, somente
poucas particulas permaneceram aderidas a superficie deste material.

Outro fator que pode interferir na taxa de liberacdo € a area de superficie
especifica das particulas de prata adicionadas ao polimero (12). Irzh et al. (29)
observaram por MEV uma melhor cobertura e dispersdo de nanoparticulas de
prata na superficie de um polimero PMMA, utilizando-se nanoparticulas de menor
tamanho e polietilenoglicol como solvente e agente redutor na reacdo para
formacdo do nanocomposito. O acetato de prata utilizado na reacdo também
mostrou melhores resultados como precursor de prata quando comparado ao

nitrato de prata, ja que os ions acetato agiram como surfactantes, prevenindo a
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agregacdo das nanoparticulas de prata.

Assim, apesar de se observar diversos trabalhos na literatura relacionados
a nanocompositos de prata com aplicagdo antimicrobiana na area de sadde (15,17-
22,24,27,39), poucos estudos sobre a incorporacdo e caracterizacdo morfoldgica
de particulas de prata adicionadas ao PMMA de resinas acrilicas odontolégicas
tém sido publicados (8,11).

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi adicionar nanoparticulas de
prata a uma resina acrilica para base protética, determinar a caracteristica
morfoldgica deste nanocomposito antes e apos 120 dias de armazenamento em
agua deionizada e examinar suas propriedades de liberacdo de prata em &gua
deionizada por diferentes periodos. Os dados na literatura sugerem que
nanoparticulas de prata incorporadas em polimeros podem ser liberadas em
diferentes solu¢bes de armazenamento. O propdsito da incorporacdo de
nanoparticulas de prata ao PMMA ¢é a obtencdo de um material com propriedade
antimicrobiana e que seja efetivo no controle de patologias bucais comuns em

usuarios de préteses removiveis.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Sintese e caracterizacdo do col6ide de nanoparticulas de prata

O método de sintese empregado foi baseado no proposto por Turkevich et
al. (40). Nanoparticulas de prata coloidal foram sintetizadas através da reducédo de
jons prata do AgNO; (nitrato de prata) (Merck KGaA, Darmstadt, Hesse,
Alemanha) pelo NasCgHs0- (citrato de s6dio) (Merck KGaA, Darmstadt, Hesse,
Alemanha) com relacgdes estequiométricas de 1:3, respectivamente. Em um baldo
de fundo redondo, 100 mL de solucdo de AgNO; (1,0 x 10° mol.L™) foram
aquecidos até a temperatura de 97°C e em seguida adicionou-se 20 mL de solugédo
de citrato de sédio (1,5 x 10 mol.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 &mbar, que evidencia qualitativamente a
formacéo de nanoparticulas de prata (Figura 1). Durante o processo de sintese, a
formacéo das nanoparticulas foi acompanhada por espectroscopia de absorcao na
regido do Ultravioleta/Visivel (UV/Vis) (Espectrofotometro Shimadzu MultSpec-
1501, Shimadzu Corporation, Téquio, Japdo) no intervalo de 190 a 800 nm e,
posteriormente, por difracdo de raios-X (Difratdmetro Rigaku DMax-2000PC,
Rigaku Corporation, Téquio, Japdo) com anodo rotatorio e radiacdo CuK, (A =
1,5418 A). A forma e a distribuicdo do tamanho das particulas foram confirmadas
a partir de imagens de MEV e de MET (microscopio eletronico FEG-VP Supra

35, Carl Zeiss, Jena, Turingia, Alemanha).
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2.2. Preparacdo do nanocompdsito poli (metil metacrilato)/prata

Para a padronizacao dos espécimes em resina acrilica, moldes em silicone
(Zetalabor, Zhermack SpA, Badia Polesine, Rovigo, Italia) foram obtidos a partir
de uma matriz metalica com medidas compativeis ao do futuro espécime
(diametro de 10 mm e altura de 3,0 mm).

A resina acrilica para base protética Lucitone 550 (Dentsply Ind. e Com.
Ltda, Petropolis, Rio de Janeiro, Brasil) foi proporcionada de acordo com as
instrucGes do fabricante. Para cada espécime utilizou-se a proporcéo de 4 g de p6 /
1,9 mL de liquido. A solucdo contendo as nanoparticulas de prata foi adicionada
ao componente liquido da resina acrilica nas concentragdes de 0% (0 uL), 0,05%
(2 pL), 0,5% (20 pL) e 5% (200 pL) baseadas na massa do polimero (4 g). Para
cada concentracdo foram confeccionados 5 espécimes.

Ao atingir a fase pléastica, 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 metalica
(DCL n° 6, Dentaria Campineira Ltda, Campinas, Sdo Paulo, Brasil). Em seguida,
a resina foi prensada em uma prensa hidraulica (Delta, Vipi-Delta Maqguinas
Especiais, Pirassununga, Sdo Paulo, Brasil) com carga de 1 tonelada por 30
minutos. Os espécimes foram, entdo, 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 Laboratorio
Ltda, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil). Apos a polimerizacdo, a mufla foi resfriada
sobre bancada e os espécimes desincluidos. Os espécimes foram armazenados em

agua deionizada a 37°C no interior de tubos de polipropileno (Injeplast, Séo
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Paulo, Sao Paulo, Brasil) e mantidos sob agitacdo por diferentes periodos de

tempo.

2.3. Avaliacao da liberagdo de nanoparticulas de prata

Cada espécime foi imerso em 10 mL de &gua deionizada no interior de
tubos de polipropileno e mantido a 37°C sob agitacdo em um agitador orbital
(Tecnal TE 420, Tecnal Equipamentos para Laboratérios Ltda, Piracicaba, Sdo
Paulo, Brasil) por diferentes periodos de tempo: t; =7,t, = 15,t3=30,t, =60 e t5
= 120 dias, num total de 6 horas de agitacdo por dia. A cada 10 dias, a agua
perdida por evaporagéo foi reposta para que a concentracdo de prata na solucdo se
mantivesse constante. Durante cada periodo de tempo, amostras de 1 mL de
solugdo de cada tubo foram recolhidas e a dosagem da prata foi analisada via
espectroscopia de absorcdo atdomica (Varian AA240FS, Varian Inc., Palo Alto,
California, USA).

Solucdes de AgNO3 em diferentes concentracdes foram preparadas como
padrdo para se obter uma curva de calibracdo linear no equipamento e permitir a

determinacédo da concentracdo de prata nas amostras coletadas.

2.4. Teste do reagente organico

Utilizou-se como reagente organico a rodanina (Sigma—-Aldrich Brasil
Ltda, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil) (20 mM), que é um reagente seletivo e
sensitivo para a deteccdo de Ag®. O seu teste foi baseado no proposto por Kong et
al. (21), onde utilizou-se 1 mL de solucdo em que 0 espécime com a maior
concentracdo de prata (5% de colbide de prata) ficou imerso por 120 dias. Uma

solugdo de nitrato de prata (1 mg/L) serviu como controle para se comparar a
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reacdo de Ag* com a rodanina (21). Um volume de 0,5 mL de solucéo de rodanina
foi adicionado a solucdo onde o nanocompdsito ficou imerso e a de nitrato de
prata (21). A variagdo de cor foi monitorada por meio do tempo e registrada com
uma camera digital (Sony Cyber-shot DSC-W130 8.1Mp, Nova York, Nova York,

USA).

2.5. Investigagdo morfoldgica do nanocomposito PMMA/Ag

A morfologia do nanocompdsito PMMA/Ag foi analisada por meio da
MEV apds a confeccdo dos espécimes e depois de 120 dias de armazenamento
dos mesmos em &gua deionizada. Duas regifes do espécime foram avaliadas, a
superficie externa e o seu interior apos a fratura criogénica. Para isso, utilizou-se

um microscépio eletrénico FEG-VP Zeiss Supra 35.
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3. Resultados

3.1. Sintese e caracterizacdo do col6ide de nanoparticulas de prata

Um indicio da formacdo de nanoparticulas de prata foi a coloracdo
amarelo &mbar observada na solucdo instantes apds a etapa de adicdo do agente
redutor (Figura 1). O espectro de absor¢do UV/Vis do coldide mostrou uma banda
plasmon caracteristica de nanoparticulas de prata, com maximo em
aproximadamente 430 nm (Figura 2). As imagens de MEV (Figura 3) e de MET
(Figura 4) confirmaram a forma esférica das particulas e evidenciaram
nanoparticulas de prata com didmetro médio de 60 nm em uma concentragdo de
107,9 ng de Ag/mL na solucgéo coloidal.

A difracdo de raios-X também confirmou a presenca de nanoparticulas de
prata com estrutura cristalina cibica (Joint Committee on Powder Diffraction
Standards 04-0783). De acordo com a Figura 5, os picos de difracdo 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 prata, respectivamente.

3.2. Liberacao de nanoparticulas de prata

As analises foram realizadas com espécimes contendo duas concentracdes
de solucdo coloidal: 0,5% e 5%. O limite de deteccdo de prata no
espectrofotobmetro de absorcdo atdémica utilizado para as analises foi de 0,003
mg/L. Independentemente do periodo de tempo e da concentracdo de coldide
adicionada ao PMMA, todos os nanocompdsitos investigados ndo liberaram

quantias detectaveis de Ag em agua deionizada. A Figura 6b ilustra o espectro de
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absorbéncia para prata em funcdo do tempo encontrado para uma das amostras
analisadas e que se assemelhou as demais avaliadas para as diferentes
concentragdes e periodos de tempo (7, 15, 30, 60 e 120 dias). Percebeu-se que ndo

ocorreram niveis de absorbancia para prata detectaveis pelo aparelho.

3.3. Teste do reagente organico

A Figura 7a mostra as imagens da solucdo aquosa de AgQNO3; em funcdo do
tempo apds a adi¢do de rodanina. Apés a adicdo de rodanina, precipitados amarelo
amarronzados foram formados gradualmente e em 24 horas mudaram para preto
amarronzados devido a formagdo de complexos Ag’-rodanina. Contudo, nenhum
precipitado foi observado na solucdo em que o espécime de maior concentracao
de prata (5% de solucéo coloidal) ficou imerso por 120 dias, permanecendo a cor

inalterada nas 24 horas (Figura 7Db).

3.4. Investigacdo morfoldgica do nanocompoésito PMMA/Ag

As nanoparticulas de prata s@o evidenciadas por pontos ou areas mais
claras nas imagens de MEV. As micrografias sugerem que 0 modo de disperséo
das nanoparticulas de prata no polimero foi dependente da concentracdo de
solugdo coloidal adicionada ao PMMA. Quanto maior o volume de colbide
adicionado, maior a quantidade de particulas distribuidas, porém menor a sua
dispersdo na massa polimérica (Figuras 8, 9, 10, 11, 12 e 13). De forma geral, as
nanoparticulas de prata localizaram-se em maior nimero na superficie externa do

que no interior dos espécimes, principalmente apds a imersdo em agua deionizada.
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Entre os grupos analisados, 0 nanocomposito contendo 0,05% de col6ide
de prata foi 0o que mostrou menor aglomeracdo das nanoparticulas, principalmente
na superficie externa do especime ap6s 120 dias de imersdo (Figura 8e-h). A
morfologia da superficie externa do nanocompdsito antes da imersdo revelou
particulas menos distribuidas e dispersas do que apds a imersdo por 120 dias
(Figura 8a-d), enquanto na superficie de fratura (interior do nanocompdsito) as
particulas mostraram-se na sua maioria aglomeradas e pouco distribuidas (Figura
9a-d). Apds 120 dias de imersdo, observou-se tanto uma melhor distribuicdo
quanto uma melhor dispersdo das particulas na superficie externa do polimero
(Figura 8e-h). J& no interior do espécime, poucas particulas foram visualizadas
(Figura 9e-h).

Em relacdo ao espécime contendo 0,5% de coldide de prata antes da
imersdo em agua, verificou-se maior nimero de particulas no seu interior do que
na sua superficie externa (Figuras 10a-b e 11a-d). O interior do nanocomposito
revelou particulas melhores distribuidas e dispersas no polimero do que para o
interior do nanocomposito contendo 0,05% de solucdo coloidal antes da imersao
(Figura 11a-b). Entretanto, ap0s a imersdao em agua deionizada, notou-se maior
quantidade de particulas na superficie externa, com alguns aglomerados situados
ao redor e no interior de possiveis poros do polimero (Figuras 10c-f). Quando
comparado a superficie externa, o interior do nanocomposito apresentou uma
quantidade muito pequena de particulas supostamente ndo dispersas (Figura 11le-
f).

Para 0 nanocomposito contendo 5% de coldide de prata antes da imerséo,

tanto na superficie externa como no interior, as particulas mostraram-se bem
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distribuidas, porém aglomeradas, especialmente na superficie externa (Figuras
12a-d e 13a-d). Na figura 12d observa-se o formato irregular das particulas
coalescidas que apresentaram tamanhos na escala micrométrica. Ap6s a imersdo
em agua deionizada, ocorreu uma maior tendéncia das particulas localizarem-se
na superficie externa do que no interior do nanocompdsito. Ainda, as particulas
apresentaram-se pouco dispersas e localizadas em irregularidades ou poros
presentes na superficie externa e no interior do espécime (Figuras 12e-h e 13e-h).
O tamanho das particulas variou de 50 a 300 nm.

A titulo comparativo, a Figura 14 vem ilustrar algumas micrografias da

resina acrilica Lucitone 550 sem a adi¢do de nanoparticulas de prata.
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4. Discussao

O presente trabalho avaliou a incorporacdo de nanoparticulas de prata a
uma resina acrilica para base protética por meio de espectroscopia de absorcao
atbmica e de MEV. As analises para deteccdo de prata liberada em &gua
deionizada foram realizadas em um espectrofotdmetro com limite de deteccédo
para prata de 0,003 mg/L. Em func¢&o disso, os espécimes com a concentracgéo de
0,05% de solucédo coloidal de prata, ou seja, 0,00162 mg de Ag/L por espécime,
nédo foram analisados por esse equipamento.

As amostras das solug¢fes foram coletadas apds 7, 15, 30, 60 e 120 dias de
armazenamento dos espécimes em &gua deionizada. Buscou-se nesses diferentes
periodos verificar a influéncia do tempo no processo de liberacdo das particulas de
prata. A liberacdo de particulas oriundas da camada superficial do nanocomposito
ocorreria durante o periodo inicial por meio de sua dissolucdo no meio aquoso
(22). A partir dai a velocidade de liberacao reduziria em funcdo da necessidade de
difusdo de agua para o interior da massa polimérica, que sofreria plastificacdo e
facilitaria a migracéo das particulas ou Ag* em direcdo a superficie e entdo seriam
liberadas na agua (12).

No entanto, os resultados da espectroscopia de absor¢do atbmica néo
indicaram essa cinética de liberacdo de particulas ou Ag® em meios liquidos a
partir de materiais poliméricos (12,22). Mesmo ap6s o periodo mais longo de
armazenamento do nanocompésito PMMA/Ag ndo foram observados niveis
detectaveis de Ag na agua deionizada.

Testes adicionais foram feitos na tentativa de se quantificar prata liberada
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especialmente da camada superficial do polimero e que fosse detectavel pelo
aparelho. Para isso, 10 espécimes com a concentracdo maxima de coléide de prata
foram armazenados em um mesmo tubo de polipropileno contendo &gua
deionizada e mantidos a 37°C sob agitacdo por 7 dias. Entretanto, o resultado se
manteve, ou seja, ndo ocorreu liberacdo de quantias detectaveis de prata nessa
solucéo.

Ainda, para se verificar uma provavel liberacdo de prata do
nanocomposito, outro estudo foi realizado paralelamente utilizando-se como
solucdo de armazenamento a saliva artificial. Como a composicdo da saliva
artificial apresenta substancias com cargas ionicas em potencial (Ca(NOs3),; KClI;
NaH,PO,; metil para hidroxido benzoato de Na), seria provavel uma atracdo entre
particulas inorganicas presentes neste liquido e Ag" presentes no PMMA.
Contudo, mais uma vez ndo foi detectado prata por meio da andlise de
espectroscopia de absorcdo atdmica. Contrariamente, Furno et al. (17) ao
estudarem silicones impregnados com nanoparticulas de prata constataram em 5
dias maior liberacio de Ag" em solugdo protéica de plasma humano do que em
agua deionizada. O fato da solucdo de saliva artificial ndo apresentar em sua
composicao substancias de carater protéico, e aliado ao fato do nanocompdsito
poder conter apenas pequenas quantidades de Ag® poderiam explicar essa
diferenca de resultados.

Pensando dessa forma, testes com o reagente organico rodanina foram
feitos para se verificar nas amostras de 4gua deionizada a presenca de Ag* pela
oxidagdo das nanoparticulas. O Ag® em contato com a rodanina formaria

precipitados e alteraria a cor da solucdo devido a troca do grupo &cido amino-
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hidrogénio da rodanina por Ag® (21). No entanto, o resultado desse teste nio
comprovou uma quantidade de Ag” detectavel visualmente na amostra de agua do
nanocomposito de maior concentracdo que permaneceu imerso por 120 dias
(Figura 7b). A rodanina também foi adicionada a solucdo coloidal pura de
nanoparticulas de prata e somente apdés um periodo de aproximadamente 2
semanas que ocorreu a alteragdo de cor ou deteccdo de Ag” neste coldide. Isso
pode ser um indicativo da pouca presenca desses ions no interior da massa
polimérica mesmo diante de uma possivel oxidagdo da prata ap6s a imersdo do
nanocomposito em meio aquoso ou da resisténcia das nanoparticulas de prata em
oxidar, formando Ag".

Estudos demonstraram que fatores como tempo de imersdo em solucdo
aquosa (12,22), gradiente de concentracdo entre a prata contida no polimero e no
liguido de imersdo (24), concentracdo e éarea de superficie especifica das
particulas de prata adicionadas ao polimero (24), bem como propriedades do
polimero (19,26), podem interferir na liberagdo de Ag a partir de nano e
microcompositos.

Na presente pesquisa, ndo houve liberacdo de prata independentemente da
concentracdo de coloide adicionada ao polimero e do tempo de imersdo em agua
deionizada. A Figura 6 ilustra os espectros de absorcdo atdmica de uma das
solugdes padrdes de AgNOg3 e de uma das amostras de agua onde o especime ficou
imerso e que se repetiu para os demais especimes nas diferentes concentragdes de
nanoparticulas de prata adicionadas e diversos periodos de imersdo. A nao
deteccdo de prata na amostra é evidenciada pelo espectro em preto da Figura 6b,

ao contrario da Figura 6a onde esse espectro atinge niveis de absorbancia de prata
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detectaveis pelo aparelho. Apesar do espectrofotdmetro utilizado ndo detectar
concentragdes de prata abaixo de 0,003 mg/L, uma das explicacdes para esse
resultado seria o periodo de tempo insuficiente de armazenamento dos espécimes
em agua para permitir uma melhor difusdo de agua para o interior do polimero,
relaxamento das cadeias poliméricas e liberacdo da prata para o meio liquido.
Diferentemente desses resultados, polimeros poliamida com 100 dias de
armazenamento em agua deionizada liberaram Ag® proporcionalmente ao tempo
de imersdo (19,22). Uma das explicacbes para isso seria a caracteristica
morfolégica e as propriedades do PA quando comparadas ao PMMA. O PA é um
polimero bastante hidrofilico e que permite a facil acdo da &gua como plastificante
(19). J& 0 PMMA é um material mais hidrofobico que o poliamida, o que pode ter
proporcionado uma maior barreira para a difusdo de agua e conseqiente liberacao
de particulas ou Ag" (19). Ainda, o agente de ligacdo cruzada
etilenoglicoldimetacrilato presente na resina acrilica Lucitone 550 pode ter
restringido as rota¢des das cadeias poliméricas, reduzindo a velocidade de difusdo
das moléculas de agua para o interior do polimero (41).

A temperatura de transicdo vitrea (ty) € outra propriedade fisica a se
considerar no processo de difusdo de substancias liquidas em materiais
polimericos. A ty pode ser influenciada pela espessura do polimero e para 0
PMMA ela varia de 97 a 125°C (21,42). No estudo de Kong et al. (21) uma
nanofibra de PMMA contendo nanoparticulas de prata envoltas por polivinilalcool
permitiu uma taxa de liberacdo de 0,43 pg de Ag/(mL h). Por outro lado, a
espessura de 3 mm do espécime analisado no presente estudo pode ter colaborado

para retardar o processo de liberacdo das particulas de prata uma vez que quanto
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maior a espessura do polimero maior a tg, menor a plastificacdo em fungdo do
tempo e menor seria a velocidade de sor¢do de 4gua e migracdo das particulas do
interior para a superficie polimérica. Os estudos relacionados a liberacdo de prata
a partir de polimeros poliamida utilizaram espécimes com espessura de apenas 1
mm (12,19,22,24-26), o que poderia também estar associado a maior liberacéo de
prata a partir destes materiais.

Do ponto de vista clinico, uma gradual plastificacdo do PMMA com lenta
e prolongada liberagdo de Ag® com agdo antimicrobiana seria bastante desejavel
considerando-se o tempo de uso recomendavel de cerca de 5 anos para proteses
com base em resina acrilica. Nesse sentido, estudos in vitro com periodos de
armazenamento superiores a 120 dias e diferentes meios de imerséo contribuiriam
para elucidar essa provavel hipotese relacionada ao grau de liberacdo em funcéo
do tempo e do meio, e estimulariam o desenvolvimento de nanocompositos
PMMA/Ag funcionalizados para prevencdo da estomatite protética dentro dessa
realidade clinica.

As analises morfologicas dos nanocompoésitos PMMA/Ag por meio da
MEV mostraram de uma maneira geral que, antes da imersdo, quanto maior o
volume de coloide adicionado, maior a distribuicdo das nanoparticulas e menor a
sua dispersdo na massa polimérica (Figuras 8a-d, 9a-d,11a-b, 12a-d e 13a-d). A
maior quantidade de particulas de prata nos especimes contendo 0,5% e 5% de
coloide de prata, aliada a temperatura de 100°C durante a polimerizacdo, podem
ter favorecido a coalescéncia das particulas (18), aumentando a sua area de
superficie especifica e dificultando a sua liberacdo para o meio liquido. As

Figuras 12d e 13d ilustram alguns aglomerados de nanoparticulas de prata na
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superficie e no interior do polimero, respectivamente.

Apb6s 120 dias de imersdo em &gua deionizada, independentemente da
concentracdo de coldide adicionada ao PMMA, observou-se uma tendéncia das
particulas de se localizarem mais na superficie que no interior dos
nanocompositos. 1sso poderia indicar uma migracdo das particulas do interior para
a superficie do polimero. Com o progresso da difusdo de agua, os grupos polares
nas cadeias poliméricas sdo separados e os dipolos da dgua sdo capazes de
interagir com aqueles do polimero (12). A estrutura polimérica é entdo
reestabelecida com a incorporacdo de agua (12). Este efeito origina um volume
livre no polimero que poderia permitir a migracao de ions e particulas (12).

Contudo, os resultados indicaram que nesse processo de difusdo as
particulas de prata ndo foram liberadas. A Figura 12e ilustra a presenca de
possiveis poros ou defeitos na superficie do nanocompoésito. A maior area de
superficie interna desses poros juntamente com suas irregularidades podem ter
dificultado essa liberacao por reterem as particulas em suas paredes (Figuras 12f e
13f). Esses poros ou irregularidades podem ter sido causados pela solugédo
coloidal que ndo foi adequadamente dispersa na massa polimérica. Uma das
explicacOes para essa dificuldade de dispersdo do coloide seria a diferenca de
polaridade entre as duas substancias, ou seja, massa polimérica e solucéo coloidal.
Observou-se durante o processamento laboratorial de preparacdo dos
nanocompositos que quanto maior o volume de solugdo coloidal adicionado,
maior foi a dificuldade de homogeinizacdo desta solucdo na massa de resina
acrilica.

J& na Figura 10d, as particulas de prata encontram-se externamente a esses
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defeitos, o que pode ter ocorrido pelos mesmos encontrarem-se mais proximos da
superficie e permitirem facil penetracdo da agua, o que facilitou o desprendimento
das particulas para a superficie externa do polimero. Esse fato pode ser uma
evidéncia de futura liberacdo ou mesmo da ja existéncia de particulas de prata,
ainda que em quantidades bem pequenas, na &gua deionizada. Mais uma vez,
testes complementares com maior tempo de imersdo do nanocompo6sito em meio
liquido e utilizando-se outros métodos como voltametria de redissolucdo anddica
(12,19,22,24-26), espectroscopia de emissdo atdmica (21) e espectroscopia de
massa (11,17), seriam indicados para se comprovar essa hipdtese. Deve-se
considerar também que, clinicamente, esse desprendimento ou liberacdo das
particulas de prata poderia ser favorecido pelo atrito constante da musculatura da
lingua e bochecha do paciente com a superficie externa da base protética ou
mesmo durante a propria escovagdo. Pensando assim, além de estudos in vitro,
estudos clinicos e in situ poderiam auxiliar na compreensdo dos fendmenos de
liberacdo e da acdo antimicrobiana das particulas de prata do nanocomposito
PMMA/Ag.

Finalmente, a adicdo de surfactantes na solucdo coloidal de prata poderia
permitir melhor homogeinizacdo da solucdo coloidal com a massa de resina,
prevenindo a formacdo de agregados e possibilitando uma melhor dispersédo das
particulas no polimero (29). Esse coldide contendo surfactante poderia auxiliar
indiretamente na liberagdo de particulas de Ag para o meio liquido ao reduzir a
area de superficie formada pela coalescéncia de varias particulas. Nesse sentido, 0
desenvolvimento de solugdes coloidais ou de nanoparticulas de prata que

promovam uma melhor distribuicdo/dispersdo na massa polimérica, assim como
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uma liberacdo controlada de prata deveria ser estimulado para a obtengéo futura
de nanocompositos poliméricos visando a¢Bes antimicrobianas. Ainda, pesquisas
adicionais sobre o comportamento de nanocompdsitos PMMA/Ag frente a
diferentes meios e periodos de imersdo, aléem de estudos microbioldgicos e
citotoxicos sdo indicados para se avaliar a possibilidade de uso deste novo
material com provavel agdo antimicrobiana como base protética de proteses

removiveis.
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5. Conclusdo

As nanoparticulas de prata foram adicionadas a resina acrilica para base
protética e quanto menor o volume da solugdo de nanoparticulas adicionado,
menor a distribuicdo e maior a dispersdo destas particulas na massa polimérica.
Também ocorreu uma tendéncia das nanoparticulas de prata localizarem-se,
principalmente, na superficie externa dos espécimes apds o armazenamento em
agua por 120 dias. Nado houve liberacdo de prata mesmo com 120 dias de

armazenamento dos nanocompdsitos em &gua deionizada.
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Figuras

10 min

Figura 1. llustracdo esquematica da sintese de nanoparticulas de prata na forma
coloidal por meio da reducgdo dos ions prata do nitrato de prata pelo citrato de
sodio.
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Figura 2. Gréfico de absorbancia versus comprimento de onda do col6ide obtido
a partir da reacdo de reducdo da prata pelo citrato de sodio na temperatura de
97°C. O grafico mostra a banda plasmon de absorcdo caracteristica de
nanoparticulas de prata.
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Figura 3. MEV das nanoparticulas de prata sintetizadas via reducdo 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 (os pontos claros representam nanoparticulas de prata com
tamanho médio de 60 nm). Aumento: 90,75 Kx.
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Figura 4. MET das nanoparticulas de prata, onde se adicionou uma gota de
coloide sobre grades de cobre recobertas com filme fino de carbono. Os pontos
claros representam as particulas de prata com didmetro médio de 60 nm.

Aumento: 64,84 Kx.
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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. Espectros de absorbancia para prata em funcdo do tempo encontrados
para: (a) solucdo padrdo contendo 0,5 mg de AgNOs/L; (b) exemplo de uma das
amostras analisadas e que se assemelhou as demais avaliadas para as diferentes
concentragdes e periodos de tempo (7, 15, 30, 60 e 120 dias). O espectro claro
indica a absorbancia da 4gua deionizada.
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Figura 7. Acdo da rodanina por 24 horas em: (a) solucdo de nitrato de prata e (b)
liquido retirado da amostra onde o nanocompdsito com maior concentracdo de
prata ficou imerso por 120 dias. O teste do reagente organico indicou presenca de
Ag" na solucdo de nitrato de prata (a) e auséncia de Ag” na solugdo em que o
nanocomposito ficou imerso por 120 dias (b).
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Figura 8. MEV evidenciando sucessivos aumentos da superficie externa do
nanocomposito PMMA/Ag contendo 0,05% de solugéo coloidal de nanoparticulas
de prata. (a), (b), (c) e (d) antes da imersdo em agua deionizada. (e), (f), (g) e (h)
apos 120 dias de imersdo. Aumento: (a) 1,69 Kx; (b) 6,34 Kx; (c) 50,93 Kx; (d)
61,20 Kx; (e) 14,29 Kx; (f) 31,81 KXx; (g) 61,89 Kx; (h) 79,98 Kx.
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Figura 9. MEV com sucessivos aumentos da superficie de fratura (interna) do
nanocomposito PMMA/Ag contendo 0,05% de solucdo coloidal de nanoparticulas
de prata. (a), (b), (c) e (d) antes da imersdo em agua deionizada. (e), (f), (g) e (h)
apos 120 dias de imersdo. Aumento: (a) 1,61 Kx; (b) 5,31 Kx; (c) 10,01 Kx; (d)
42,49 Kx; (e) 2,00 Kx; (f) 7,24 Kx; (g) 20,00 Kx; (h) 76,74 Kx.
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Figura 10. MEV da superficie externa do nanocomposito PMMAJ/Ag contendo
0,5% de solucao coloidal de nanoparticulas de prata. (a) e (b) antes da imersdo em
agua deionizada. (c), (d), (e) e (f) ap6s 120 dias de imersdo. Em (a) e (b) as areas
mais claras podem ser um indicativo de artefato de técnica. As setas vermelhas em
(b) sugerem algumas particulas de prata na superficie do espécime. Aumento: (a)
5,47 Kx; (b) 24,11 Kx; (c) 8,03 Kx; (d) 82,17 Kx; (e) 61,05 Kx; (f) 71,53 Kx.
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Figura 11. MEV da superficie de fratura do nanocomposito PMMA/Ag contendo
0,5% de solucdo coloidal de nanoparticulas de prata. (a), (b), (c) e (d) antes da
imersdo em agua deionizada. (e) e (f) ap6s 120 dias de imersdao. Aumento: (a) 499
X; (b) 1,40 KXx; (c) 22,61 Kx; (d) 29,53 KXx; (e) 10,01 Kx; (f) 73,67 Kx.
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Figura 12. MEV da superficie externa do nanocomposito PMMA/Ag contendo
5% de solucdo coloidal de nanoparticulas de prata. (a), (b), (c) e (d) antes da
imersdo em agua deionizada. (e), (f), (g) e (h) apds 120 dias de imersdo.
Aumento: (a) 2,32 Kx; (b) 5,58 Kx; (c) 13,00 Kx; (d) 63,14 Kx; (e) 5,00 Kx; (f)
15,00 Kx; (g) 35,00 Kx; (h) 60,00 Kx.
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Figura 13. MEV da superficie de fratura do nanocompdsito PMMA/Ag contendo
5% de solucdo coloidal de nanoparticulas de prata. (a), (b), (c) e (d) antes da
imersdo em agua deionizada. (e), (f), (g) e (h) apés 120 dias de imersdo. As
figuras (f), (g) e (h) representam sucessivos aumentos da area indicada com a seta
na figura (e). Aumento: (a) 1,28 Kx; (b) 13,55 KXx; (c) 64,00 Kx; (d) 69,79 Kx; (e)
1,00 Kx; (f) 10,00 KXx; (g) 25,00 Kx; (h) 150,00 Kx.
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Figura 14. MEV da resina acrilica sem nanoparticulas de prata. (a) e (b)
superficie externa, (c) e (d) superficie de fratura. Area central em (b) indicando
um poro ou defeito na superficie do polimero. Aumento: (a) 25,00 Kx; (b) 50,00
KX; (c) 5,00 Kx; (d) 15,00 Kx.
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Anexo A - Materniais e Métodos

1. Sintese de nanoparticulas de prata

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

Figura 2. Solucdo coloidal de nanoparticulas de prata com tonalidade amarelo d&mbar,
que é um dos indicativos da formacdo destas nanoparticulas.
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Para analise da solucdo coloidal por espectroscopia de absor¢do 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 reacdo 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 difratdbmetro de raios-X (Figura 4) 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 acumulacéo para leitura a cada 0,02 segundo. A
amostra foi preparada gotejando o coldide sobre um substrato de silicio e

aguardando-se a secagem do mesmo na temperatura ambiente.

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

2. Adicéo da solucéo 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 didmetro interno de 21 mm e
altura de 6 mm, apresentando no seu interior uma réplica macica em metal do
espécime 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 através da condensacdo manual desse material no
interior da matriz e aguardou-se a polimerizacéo final do silicone (Figura 5).

Apbs a obtencdo dos moldes, os mesmos foram perfurados com uma
agulha para a passagem de um fio de silicone. Os moldes contendo os fios de

silicone foram fixados com adesivo (Cola Tenaz Loctite, Henkel Ltda, Sdo Paulo,
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Séo Paulo, Brasil) sobre uma lamina de vidro retangular (60 mm x 40 mm x 3
mm) e seu interior foi preenchido com cera utilidade (Wilson, Polidental Ind. e
Com. Ltda, Cotia, S&o Paulo, Brasil) (Figura 6).

O conjunto ldmina de vidro + moldes em silicone foi incluido em mufla
metalica com gesso pedra tipo I1l. ApGs 0 gesso tomar presa, uma outra lamina de
vidro com as mesmas dimensdes citadas anteriormente foi posicionada sobre os
moldes j& incluidos em gesso e fixada com cera utilidade. A contra-mufla foi
entdo preenchida com gesso pedra tipo 111 e o conjunto foi levado para uma prensa
hidraulica para eliminagdo dos excessos de gesso (Figura 7). Apos 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 removivel; b) condensacdo manual
do silicone no interior da matriz metalica; c) silicone no interior da matriz apds
condensacéo deste material; d) molde em silicone vazado j& pronto.
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Figura 6. a) Perfuracdo do molde com agulha para passagem do fio de silicone; b)
aspecto do molde em silicone ap6s a passagem do fio; ¢) moldes em silicone fixados
sobre uma lamina de vidro; d) interior dos moldes preenchidos com cera utilidade.

Figura 7. a) Moldes em silicone preenchidos com cera utilidade e incluidos em gesso no
interior da mufla; b) 1amina de vidro posicionada sobre os moldes incluidos e fixada com
cera utilidade; c) encaixe da contra-mufla e preenchimento da mesma com gesso pedra
tipo 11; d) prensagem da mufla metélica e eliminagc&o dos excessos de gesso.
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Figura 8. a) Remocdo da cera utilidade do interior dos moldes em silicone com auxilio
de um hollemback; b) eliminacdo dos residuos de cera com algod&o e acetona pura; c)
interior dos moldes limpos e prontos para receberem a resina acrilica; d) l1amina 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 propor¢édo de 4 g de
p6 /1,9 mL de liquido. Com auxilio de uma pipeta automatica (Acura electro 925,
Socorex Isha S/A, Ecublens, Lausanne, Suica), a solugdo contendo as
nanoparticulas de prata (Figura 9) foi adicionada ao componente liquido da resina
acrilica nas concentra¢@es de 0% (0 pL), 0,05% (2 pL), 0,5% (20 pL) e 5% (200
pL) baseadas na massa do polimero (4g). Para cada concentracdo foram

confeccionados cinco espécimes.
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Figura 9. a) Resina acrilica e b) solucdo coloidal de nanoparticulas de prata para ser
adicionada ao PMMA.

Esses materiais foram misturados com espatula 36 (Millenium, Golgran
Ind. e Com. de Instrumental Odontol6gico Ltda, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil) no
interior de potes de vidro (Figura 10) e, ao atingir a fase plastica, a resina acrilica
contendo as nanoparticulas de prata foi condensada no interior dos moldes em
silicone. Na seqléncia, a mufla foi fechada e levada sob a prensa hidraulica.
Realizou-se uma prensagem inicial para eliminacéo 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 pressdo, a mufla foi mantida sob a prensa por 30 minutos.
Posteriormente, a mufla foi retirada da prensa hidraulica, colocada em uma prensa
de méo (Dentaria Campineira Ltda, Campinas, S&o Paulo, Brasil) e levada para a
polimerizacdo em banho de &gua quente por 1,5 horas a 73°C seguidos de 30
minutos a 100°C em uma termopolimerizadora automatica. Apos a polimerizacéo,
a mufla foi resfriada sobre bancada por uma noite e os espécimes desincluidos

(Figura 11).
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Figura 10. a) Espétula, pote de vidro e tampa utilizados para a mistura do polimero,
mondmero e coldide de prata; b) mistura da solugdo coloidal de nanoparticulas de prata
com o mondmero; c) acréscimo do polimero a solugdo de monémero contendo o coldide
de prata.

Figura 11. Aspecto do espécime ap6s desincluséo e preso ao fio de silicone.

3. Avaliacgdo da liberagdo de nanoparticulas de prata

Os fios de silicone pelos quais os espécimes estavam presos foram fixados
com cola quente nas tampas de tubos de polipropileno e cada espécime foi imerso
em 10 mL de agua deionizada no interior destes tubos (Figura 12). Realizou-se,
entdo, no tempo zero (to) a pesagem dos tubos contendo 0s espécimes imersos em

agua em uma balanca eletrénica de precisdao (BEL enginnering, MPL Materiais
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para Laboratério, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil). Na sequéncia, os tubos foram
mantidos a 37°C sob agitacdo em um agitador orbital por diferentes periodos de
tempo: t; = 7, t, = 15, t3 = 30, t4 = 60 e ts = 120 dias (Figura 13). O agitador
operou 6 horas por dia a uma velocidade de 100rpm. A cada 10 dias, para que a
concentracdo de prata se mantivesse constante, os tubos contendo os espécimes
foram pesados novamente e a agua perdida por evaporacdo era reposta até que

cada tubo apresentasse 0 mesmo peso que em to.

Figura 12. a) Fio de silicone fixo a tampa do tubo de polipropileno; b) espécimes
imersos em agua deionizada no interior dos tubos de polipropileno.
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Figura 13. Agitador orbital Tecnal TE 420. Suporte metalico para contencdo dos tubos de
polipropileno encaixado sobre a plataforma agitadora.

Durante cada periodo de tempo (7, 15, 30, 60 e 120 dias), 1 mL de solucéo
de cada tubo foi coletado e posteriormente 1 mL de &gua deionizada foi
adicionada aos mesmos para manutencdo constante do volume. Das solugdes
coletadas, foram realizadas as dosagens da prata via espectroscopia de absorgédo
atdbmica (Figura 14). Um volume de 0,5 mL de cada amostra foi injetado na
camara de atomizacgéo do espectrofotdbmetro de absorcdo atbmica e uma chama de
gas acetileno (~ 3000°C) vaporizou a solucdo e atomizou as particulas ou ions
prata que pudessem estar presentes na amostra. Uma lampada de catodo-oco de
prata, que emite um comprimento de onda de 328,1 nm, e um detector foram
posicionados de modo que a nuvem de prata atomizada passasse pelo caminho
dptico entre a lampada e o detector. A prata atomizada absorve parte da luz gerada

na lampada e essa absorcdo € proporcional a concentracdo de prata na solucéo.
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Ainda, preparou-se 8 solucdes padrdes dissolvendo-se 10 mg/L de AgNO3z em
agua deionizada: padrdo 1 = 1,0 mg/L, padrdao 2 = 0,50 mg/L, padrdo 3 = 0,10
mg/L, padrdo 4 = 0,075 mg/L, padrédo 5 = 0,05 mg/L, padrdo 6 = 0,01 mg/L,
padrdo 7 = 0,0075 mg/L e padréo 8 = 0,005 mg/L. As medidas de absorbancia das
solucBes padrdes foram realizadas em ordem crescente de concentragdo. A partir
dai obteve-se uma curva de calibracdo linear que permitiu a anélise quantitativa da

concentragéo de prata nas amostras (Figura 15).

Figura 14. Espectrofotbmetro de absorcdo atdmica Varian AA240FS utilizado para
avaliar a presenca de prata nas amostras.
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Figura 15. Curva de calibracao linear (absorbancia x concentracdo de Ag) calculada pelo

espectrofotdmetro e obtida a partir das medidas de absorbancia das solu¢Ges padrdes de
nitrato de prata.
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4. Investigacao morfolégica do nanocompédsito PMMAJ/Ag

Para esta investigacdo, os espécimes foram imersos por 3 minutos em
nitrogénio liquido (-196°C) e fraturados (fratura criogénica) com auxilio de uma
chave de fenda e um martelo. Apés a fratura, os espécimes foram fixados em
stabes com fita adesiva de carbono e aplicou-se tinta prata em algumas regides de
suas superficies com o intuito de se melhorar a conducdo dos elétrons pelas
mesmas. Na seqliéncia realizou-se o recobrimento das superficies dos espécimes
com ouro (Figura 16) em uma camara a vacuo e tanto a superficie externa quanto
o interior (ou superficie de fratura) foram analisados por meio da microscopia
eletronica de varredura (Figura 17), antes e ap6s 120 dias de armazenamento em
agua deionizada.

O principio de funcionamento do microscépio eletrdnico de varredura
consiste na emissdo de feixes de elétrons por um filamento capilar de tungsténio
(eletrodo negativo), mediante a aplicacdo de uma diferenca de potencial que pode
variar de 0,5 a 30 KV. Essa variacdo de voltagem permite a variacdo da
aceleracao dos elétrons. A parte positiva em relacdo ao filamento do microscopio
(eletrodo positivo) atrai fortemente os elétrons gerados, resultando numa
aceleracdo em direcdo ao eletrodo positivo. A corre¢do do percurso dos feixes é
realizada pelas lentes condensadoras que alinham os feixes em direcdo a abertura
da objetiva. A objetiva ajusta o foco dos feixes de elétrons antes dos elétrons
atingirem a amostra analisada.

Dentro da coluna de alto vacuo, os elétrons gerados passam por lentes
condensadoras, que reduzem o seu didmetro, e por uma lente objetiva que 0s

focalizam sobre a amostra. Logo acima da lente objetiva existem dois estagios de
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bobinas eletromagnéticas responsaveis pela varredura do feixe sobre a amostra. O
feixe interage com a regido de incidéncia da amostra até uma profundidade que
pode variar de ~ 1 um a ~ 6 um, dependendo da natureza da amostra. Esta regido
é conhecida por volume de interacdo. O feixe de elétrons, extremamente estreito, é
usado para varrer o0 espécime, isto é, ele € movido em um eixo x e y na superficie
do espécime. Assim, o feixe faz com que o proprio espécime emita elétrons, 0s

quais geram sinais que serdo detectados e utilizados para a formacéo das imagens

Figura 16. Preparacdo dos espécimes para analise por meio de MEV. Deposicdo de ouro
sobre as superficies dos espécimes: a) superficie externa e b) superficie interna do
espécime apos fratura criogénica.

Figura 17. Microscopio eletronico FEG-VP Zeiss Supra 35 utilizado na obtencéo das
micrografias para analise morfolégica dos espécimes.
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Anexo B - Resultados

Liberacao de prata

Os graficos a seguir mostram o0s espectros de absor¢do atdmica para
detectar prata a partir das amostras onde o nanocompoésito PMMA/Ag com
diferentes concentracbes de nanoparticulas de prata ficou imerso em &gua
deionizada por 7 (t1), 15 (t2), 30 (t3), 60 (t;) e 120 (t5) dias. Os graficos nao
indicaram a presenca de prata nas solugdes, independentemente da concentracao e

do periodo de imers&o.

Figura 18. Espectros de absorcdo atdmica das solugbes coletadas em t; a partir do
nanocompdésito PMMA/Ag contendo 0,5% (a) e 5% (b) de coloide de prata.
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Figura 19. Espectros de absorcdo atdmica das solugdes coletadas em t, a partir do
nanocompdsito PMMA/Ag contendo 0,5% (a) e 5% (b) de coldide de prata.

Figura 20. Espectros de absor¢do atdmica das solugdes coletadas em t; a partir do
nanocompdsito PMMA/Ag contendo 0,5% (a) e 5% (b) de coldide de prata.
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Figura 21. Espectros de absor¢do atdbmica das solugcbes coletadas em t, a partir do
nanocompdsito PMMA/Ag contendo 0,5% (a) e 5% (b) de coloide de prata.

Figura 22. Espectros de absor¢do atdmica das solugdes coletadas em ts a partir do
nanocompdsito PMMA/Ag contendo 0,5% (a) e 5% (b) de coldide de prata.
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