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Saade EG. Avaliagao da acdo bactericida e bacteriostatica das nanoparticulas TiO;
e Ag aplicadas em pinos intra-radiculares [Tese de Doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2012.

RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar in vitro através de experimentos
microbioldgicos a agdo bactericida e bacteriostatica das nanoparticulas TiO,, TiO,
e Ag e somente Ag no recobrimento de pinos intra-radiculares metéalicos
fundidos e de fibra de vidro. Foram utilizados 120 pinos intra-radiculares, 60
metalicos fundidos confeccionados em laboratorio especializado, e 60 pinos pré-
fabricados de fibra de vidro. Esses materiais foram recobertos pelo processo de
dip coating, e tratados termicamente com nanoparticulas de didxido de titanio
(TiO3), com um composito de titanio/prata (TiO,/Ag) e somente prata (Ag). Os
pinos recobertos apenas com nanoparticulas de didxido de titanio (TiO,) foram
submetidos a fotocatalise heterogénea com o auxilio de uma luz ultravioleta
(lampada Starlux 25w-F). Os pinos intra-radiculares sem nenhum tratamento de
nanoparticulas foram imersos na solucao de clorexidina 2% por 5 minutos, devido
a eficacia conhecida desse antimicrobiano, para podermos comparar com 0s
demais grupos, sendo nosso controle positivo. No grupo controle negativo os
pinos intra-radiculares foram removidos do dispositivo e diretamente testados.
Para os experimentos realizados utilizamos o meio de cultura BHI (Brain Heart
Infusion) e a bactéria Enterococcus Faecalis. O primeiro experimento realizado
foi para avaliar a descontaminagdo dos pinos intra-radiculares através do teste de
turvagdo no meio BHI caldo. As amostras (n=6) foram colocadas em estufa a
37°C, e as leituras foram realizadas apds 24hs e 48hs. A andlise foi através da
presenca ou ndo de turvacdo, sendo positivo: presen¢a de turvacdo igual a
crescimento bacteriano e negativo: auséncia de turvagdo. Em seguida foi avaliada
a acdo antimicrobiana dos pinos intra-radiculares sob a Enterococcus Faecalis em
meio BHI Agar. Os pinos foram inseridos no meio com a bactéria semeada, e as
amostras foram colocadas em estufa a 37°C. As leituras foram realizadas apos
24hs e 48hs, observando a presenca ou auséncia de halo antimicrobiano.

PALAVRAS CHAVES: Nanoparticulas; prata; clorexidina; bactérias.



19

Saade EG. Evaluation of the bacteriostatic and bactericidal action of TiO2 and Ag
nanoparticles applied in endodontic post [Tese de Doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2012.

ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate in vitro experiments using
microbiological bacteriostatic and bactericidal action of TiO2 nanoparticles, TiO2
and Ag and only Ag in the coating of the intraradicular molten metal and fiberglas
post. 120 posts were used intraradicular, and 60 posts made of cast metal, made in
a specialized laboratory, and 60 posts prefabricated fiberglass. These materials
were coated by the process of dip coating and heat-treated with nanoparticles of
titanium dioxide (TiO2) with a composite of titanium / silver (TiO2/Ag) and only
silver (Ag). The posts covered with only nanoparticles of titanium dioxide (TiO2)
were submitted to heterogeneous photocatalysis with the aid of an ultraviolet light
(lamp 25w Starlux-F). The intraradicular pins without any treatment of
nanoparticles were immersed in 2% chlorhexidine solution for 5 minutes due to
the known efficacy of that antibiotic, in order to compare with the other groups, as
our positive control. In the negative control group intraradicular posts were
removed from the device and directly tested. For the experiments we performed
using the BHI (Brain Heart Infusion) culture medium and the bacteria
Enterococcus faecalis The first experiment was conducted the decontamination of
intraradicular were evaluated by testing turbidity in the BHI broth. The samples
(n = 6) were placed in an incubator at 37 © C, and the readings will be made after
24 hours and 48 hours. The analysis was through the presence or absence of
turbidity, if positive: the presence of tubidity equal to bacterial growth and
negative: the absence of turbidity. Antimicrobial activity of intraradicular posts
were assessed next under the Enterococcus faecalis in BHI Agar. The pins were
inserted in the contaminated atmosphere with the bacteria, and the samples were
placed in an incubator at 37 © C. Readings were made after 24 hours and 48 hours,
observing the presence or absence of antimicrobial halo.

KEY WORDS: Nanoparticles; silver; chlorhexidine; bacteria.
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1 INTRODUCAO

Atualmente em odontologia os conceitos de prevencao sao indicados como
o melhor tratamento para a saude bucal. As restauragdes minimamente invasivas,
preparos conservadores e procedimentos adesivos dominam a clinica diaria e as
pesquisas cientificas. Entretanto ainda temos muitos casos onde o tratamento
endoddntico se faz necessario, € posteriormente o dente necessita ser restaurado
para devolvermos sua forma e fungdo. A escolha da técnica restauradora depende
da estrutura coronaria remanescente, da posicdo do dente no arco dental, da
oclusao e da anatomia radicular. Métodos de restauracdes de dentes ndo vitais tém
sido descritos por mais de 100 anos*. A restauragio de dentes com tratamento
endodontico merece especial atengdo de clinicos e pesquisadores por
apresentarem predisposicdo as falhas biomecanicas em relacdo a dentes vitais.
Para suprir essa necessidade surgiram os pinos intra-radiculares. O pino ideal deve
promover o minimo estresse aos remanescentes dentais; fornecer retencdo e
estabilidade adequada ao nucleo de preenchimento; ser de facil remogao se houver
necessidade, propiciar uma distribuicdo de tensdes mais homogénea nas estruturas
dentarias e transferir for¢as oclusais de maneira estratégica ao remanescente
dental, para ndo ocasionar fraturas'’.

Ao longo dos anos o pino intra-radicular mais utilizado foi o nucleo
metalico fundido, que, apesar de algumas desvantagens como rigidez e falta de
estética, tem considerdvel documentacdo cientifica comprovando sua
efetividade®. A busca por estética é uma exigéncia da sociedade atual e novas

pesquisas e tecnologias foram aplicadas na odontologia surgindo materiais
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restauradores livres de metal. A partir do final da década 80, foram desenvolvidos
0s pinos ceramicos ¢ depois os sistemas de pinos de fibra, com coloracao
semelhante & estrutura dental’. Os pinos intra-radiculares de fibra de vidro sdo
compostos basicamente por fibras longitudinais de didéxido de silicio e alumina
envolta em uma matriz de Bis-GMA juntamente com particulas de carga
inorganicas. Sdo estéticos, resilientes, ndo sofrem corrosdo, e sdo compativeis
com compdsitos e sistemas adesivos®, apresentam resisténcia flexural’>® e
modulo de elasticidade semelhante ao da dentina, minimizando a transmissdo de
tensdes nas paredes da raiz e diminuindo a possibilidade de fraturas™.

Do ponto de vista biologico a desinfec¢do do canal radicular tem sido uma
busca constante das pesquisas, visando eliminar ndo apenas os microrganismos
localizados na luz do canal, mas também aqueles localizados em todo o sistema de
canais radiculares. Nos casos de insucessos no tratamento endodontico a bactéria
mais predominante ¢é a Enterecoccus faecalis. Este microrganismo tem
demonstrado a capacidade de sobreviver no interior dos canais radiculares, mesmo
apos a utilizacdo de determinadas medicacdes intracanais com comprovada agao

334562 A Enterococcus faecalis é comumente associada a

antimicrobiana
infeccdes persistentes periapicais’'. No entanto, essas espécies correspondem a
uma porcentagem muito pequena da microbiota bacteriana inicial de dentes com
polpas necroticas sem tratamento®’.

As bactérias do grupo Enterococcus faecalis sdo cocos gram-positivos

entéricos facultativos, estdo presentes em casos de infecgdes persistentes que nao

respondem positivamente ao tratamento endoddntico convencional contribuindo
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assim para a perpetuacdo da infeccao, infecgdes secundarias e pelos casos de

retratamento endoddntico?>>>%"°,

Esse microrganismo ¢ uma bactéria anaerobia
facultativa comensal e ¢ capaz de realizar a colonizagdo e proliferagdo nas
infec¢des dos canais radiculares, sendo bastante prevalente em periodontite apical
pos-tratamento. A patogenicidade do Enterococcus faecalis esta muito bem
documentada na literatura'®. Diferente de todas as espécies bacterianas, estudos in
vitro, demonstraram a capacidade dessa bactéria em penetrar nos tubulos
dentinarios™> .

Diferentes exames bacteriologicos em culturas mostraram que
Enterococcus faecalis esta presente em 30-48% de dentes com infecgdo pos-
tratamento™’. Ela ¢ isolada em dentes com tratamento endodéntico sem lesdo
apical em torno de 81,5% dos casos e em infecgdes pulpares e periapicais
recorrentes. Essa espécie bacteriana impede a liberacdo de enzimas hidroliticas
por células polimorfonucleadas, o que pode explicar o seu dominio em infec¢des
pulpares’’. Em um estudo foram coletadas amostras de 32 adultos submetidos a
retratamento de lesdes periapicais apds tratamento endodontico realizado, pelo
menos ha dois anos antes. A prevaléncia de Enterococcus faecalis foi de 18% na
saliva e 40,6% em canais radiculares®.

A seleg¢do da bactéria para esta pesquisa baseou-se na observagdo de que
alguns microrganismos prevalentes na cavidade oral e relacionados as infecgdes
do sistema de canais radiculares tém recebido atengdo especial, sendo amplamente

15,23,55

estudados, como ocorre com o Enterococcus faecalis Este projeto

pesquisou pinos intra-radiculares que entram em contato direto com o sistema de
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canais radiculares do elemento dental, sendo assim, a selecdo dessa bactéria se
deve ao fato dela estar sempre presente em infecgdes recorrentes dos tratamentos
endodonticos.

Como uma alternativa temos o uso da clorexidina ¢ classificada
terapeuticamente como uma substadncia antimicrobiana, antisséptico topico e
também na categoria de desinfetante. E uma base antisséptica forte e estavel na
forma de sal (gluconato, acetato ou hipocloreto) e foi introduzida na medicina em
1950 como desinfetante de amplo espectro bacteriano. A partir de 1954 ¢
empregada rotineiramente no tratamento de feridas na pele'’. Em odontologia ela
vem sendo amplamente utilizada no controle de placa bacteriana no tratamento
das infecgdes periodontais e como medicagio intracanal®. Na periodontia ela é
considerada o padrio ouro para o controle quimico da placa bacteriana', pois tem
atividade antibacteriana ampla, baixa toxicidade e forte afinidade com o tecido
epitelial e membranas mucosas™. A clorexidina 0,12% esta sendo utilizada como
substancia irrigadora durante o tratamento endodontico de dentes com lesdo
apical, com resultados bem sucedidos reduzindo significativamente o nimero das
bactérias nos canais radiculares infectados®. Em forma de gel pode ser utilizada
como medicacdo intracanal entre sessdes para eliminar os microorganismos que
ndo sio alcangados pelos preparos biomecanicos'’. Ela é efetiva contra um grande
nimero de microrganismos gram-positivos, gram-negativos, leveduras, anaerobios
facultativos, e aerobios'®%,

Nanotecnologia refere-se a qualquer material, dispositivo ou processo cuja

principal propriedade derive da nanoescala, que compreende tamanhos de 0,1 a
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100 nandmetros (nm). A manipulagdo de atomos em uma escala um bilhdo de
vezes menor que o metro ou um milhdo de vezes menor que o milimetro
representa um espago suficiente para, no maximo, dez a&tomos. A nanotecnologia
¢, essencialmente, transdisciplinar, envolvendo quimicos, fisicos, bidlogos,
engenheiros e farmacéuticos, entre outros profissionais. As nanociéncias e as
nanotecnologias englobam projeto, manipulacdo, produ¢do e montagem no nivel
atomico e molecular. Nanociéncia ¢ “o estudo dos fendmenos e a manipulacao de
materiais nas escalas atomica, molecular ¢ macromolecular, onde as propriedades
diferem significativamente daquelas em uma escala maior”, enquanto
nanotecnologias sdo “o design, a caracterizagcdo, a producdo e a aplicacdo de
estruturas, dispositivos e sistemas controlando forma e tamanho na escala
nanométrica™"’.

As aplicacdes da nanotecnologia nas areas biomédicas ¢ uma realidade, a
obtencdo de estruturas em nanoescala através da divisdo de objetos micrométricos
¢ importante e tem sido realizado em diferentes areas. O encapsulamento de varias
drogas através de micro e nanoestruturas complexas ¢ um exemplo dos progressos
significativos no tratamento do diabetes. Varias empresas ja estdo se preparando
para aplicar insulina através da inalagdo de aerossdis que alcance os alvéolos
pulmonares e se espalhem para a corrente sanguinea. Mas o sucesso de uma droga
requer ndo s6 o transporte adequado de medicamentos para os 6rgaos e tecidos,
mas também controlar o tempo de administragdo. Na &rea gastrointestinal,
alteracdes na acidez, a acdo de enzimas proteoliticas e presenca de acidos biliares

que diminuem a tensdo superficial, requer encapsulamento de drogas, onde o
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tamanho da capsula deve ser inferior a 400 nanometros para nao alertar o sistema
imunologico. No tratamento do cancer o objetivo ¢ identificar células cancerosas
utilizando céapsulas que contém radionuclideos, toxinas e quimioterapia. Cada
capsula deve identificar células cancerigenas, ligar, entrar e liberar o seu
conteudo. Outra alternativa ¢ o uso de nanoparticulas vidro, 100 nm, recobertas
por uma fina folha ouro para anexar anticorpos especificos contra as células
cancerigenas. O paciente ¢ submetido a radiacdo infravermelha (seguro para ele)
que ¢ absorvida pelos atomos de ouro, a temperatura da superficie da cépsula
aumenta e mata as células cancerosas. As propriedades de nanomateriais e
nanotecnologia para a sua implementacdo e difusdo nas areas de biomedicina,
eletronica e mecanica nos permitem vislumbrar uma realidade promissora em
areas interdisciplinares da quimica, fisica, biologia e medicina®.

Diferentes tipos de nanomateriais como cobre, zinco, titﬁnioﬁ, magnésio,
ouro’®, alginato e prata tém surgido, mas nanoparticulas de prata provaram ser
mais eficazes, uma vez que tém uma boa atividade antimicrobiana contra
bactérias, virus e outros microrganismos>. Esses materiais usados em escala
nanométrica reagem com as células através de mecanismos antimicrobianos e
inibem a atividade enzimatica envolvida na sintese de DNA. As nanoparticulas
podem interagir diretamente com as células microbianas, interrompendo a
transferéncia eletronica transmembrana, rompendo a membrana ou a parede
celular, ou do componente celular oxidante, ou ainda produzir produtos

, . , - . e A 40
secundarios como espécies reativas de oxigénio (ROS), causando danos™.
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Hé muito tempo ¢ conhecida a agdo bactericida de alguns ions metalicos,
entre eles a prata e o cobre. O efeito bactericida possui o poder de aniquilar a
bactéria, impedindo sua proliferagcdo através da assepsia de efeito oligo-dinamico
do ion prata, sem prejuizo ao ser humano. Em 1929, na Alemanha, o Dr. Krausel
conseguiu tornar pratico o uso destes ions metdlicos para acao bactericida. Desde
entdo, muitos avangos tecnologicos ocorreram nessa area. E importante salientar
que estes produtos atuam por meio da ionizagdo dos elementos metalicos
bactericidas, evitando que metais puros sejam liberados ao meio ambiente de
maneira a ndo prejudicar o ser humano. Historicamente a prata foi amplamente
utilizada em varias areas da medicina. Em 1700, o nitrato de prata foi utilizado
para o tratamento de doencas venéreas, fistulas das glandulas salivares, e
6ssea e abscessos perianais®>>’. Concentragdes variadas de nitrato de prata foram

35

utilizadas para tratar queimaduras ">, Na década de 1940, apos a introdugdo da

penicilina, a utilizacdo de prata para o tratamento de infeccdes bacterianas

reduziu-se drasticamente®!'°.

Recentemente, devido ao aparecimento de
bactérias resistentes e limitagdes ao uso de antibidticos os médicos tem voltado a
prata, fazendo curativos contendo diferentes niveis de prata®>.

A propriedade antimicrobiana da prata estd relacionada a quantidade e a
taxa de prata liberadas. A prata em seu estado metélico ¢ inerte, mas ela reage
com a umidade da pele e do fluido da ferida ficando ionizada e altamente reativa,
uma vez que se liga a proteinas dos tecidos e traz mudangas estruturais na parede

da célula bacteriana e membrana nuclear provocando distor¢ao celular e morte. A

prata também se liga ao DNA e RNA bacteriano por desnaturagdo e inibe a
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replicacdo bacteriana®’. Os fons de prata interagem com grupo tidis em proteinas,
resultando em inativacdo de enzimas respiratérias e levando a producao de
espécies reativas de oxigénio™.

Vérios mecanismos de acdo tém sido indicados para a propriedade
antimicrobiana da prata. As formas i0nicas da prata carregam uma forte carga
positiva, portanto elas tém uma grande afinidade pelos grupos carregados
negativamente de moléculas biologicas. Dentre essas moléculas, podemos
destacar os grupos sulfidrila, carboxila, fosfatos dentre outros comumente
encontrados nas estruturas macromoleculares distribuidas ao longo das células
microbianas. A reacdo de ligacdo altera a estrutura da macromolécula, fazendo
com que esta se torne inutil a célula. Este ataque desativa fun¢des como sintese
de parede celular, transporte de membrana e translacdo e sintese de dacidos
nucléicos como o RNA e DNA de maneira eficiente. Em geral, propriedades
fisico-quimicas desempenham um papel importante na atividade antimicrobiana
da prata. As particulas de menos de 10 nandmetros sdo mais toxicas para bactérias
como a Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa®® .

Recentemente, as nanoparticulas de prata tém chamado a atenc¢do por sua
atividade antimicrobiana oferecer a possibilidade de uso com propositos médicos
e de higiene. Estas nanoparticulas de prata em diferentes formulagdes, com
diferentes formas e tamanhos, exibem atividades antimicrobianas diferentes.
Entretanto, os mecanismos da atividade antimicrobiana de ions e de

nanoparticulas de prata, assim como sua toxicidade em tecidos humanos ndo estao

totalmente esclarecidos. E preocupante os possiveis riscos para a saude humana
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decorrentes de nanoparticulas de prata em diversos produtos no mercado que
levam a um aumento de prata no ambiente, ¢ disseminagdo da resisténcia
bacteriana. Portanto mais estudos sdo necessarios para melhor caracterizar a
toxicidade e os mecanismos envolvidos com a atividade antimicrobiana dessas
particulas'.

Nos ultimos anos, tem havido um interesse renovado pelos pesquisadores,
empresas farmacéuticas, empresas produtoras de alimentos, embalagens e
industrias de revestimento em po para investigar novos € seguros materiais com
efeito antimicrobiano’. Em um estudo foram avaliados dois tipos de prata, a
Novaron (N) e a Amenitop (AM), com eficacia antibacteriana, incorporadas em
uma resina composta a base de TEGDMA-UDMA testando sua atividade
antibacteriana, as propriedades mecanicas desse compdsito, e a liberacdo de ions
prata. Os dois materiais inibiram o crescimento do principal patégeno oral o S.
Mutans, ndo houve nenhuma ou pequena liberagdo de ions de prata apds um dia
ou apos seis meses. O compdsito com a prata N ndo apresentou diferenga
significativa em sua resisténcia flexural ou a compressdo. No entanto o compdsito
incorporado com prata AM apresentou diferenca nos parametros de resisténcia.
Estes resultados indicam que a prata Novaron pode ser incorporada na resina
composta sendo util clinicamente devido ao efeito de longa duracdo inibitéria
contra o S. Mutans, sem alterar as propriedades mecanicas do material®’.

As propriedades antibacterianas de nanoparticulas quitosana sozinha e
misturada em cimento de oOxido de zinco e eugenol foram estudadas. A

incorporacdo de nanoparticulas no cimento endodontico ndo alterou suas
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caracteristicas de selamento, melhorou diretamente a propriedade antibacteriana e
a capacidade de expelir componentes antibacterianos. Houve uma redugao
significativa na aderéncia de Enterococcus faecalis na dentina®®. Questdes
relativas a eliminagdo eficaz e rompimento da estrutura do biofilme bacteriano na
desinfeccao endodontica permanecem pouco esclarecidas. As nanoparticulas
quitosana e o0xido de zinco sdo conhecidas por possuir importantes propriedades
antibacterianas. Biofilmes de Enterococcus faecalis foram tratados com
nanoparticulas de quitosana e oxido de zinco para avaliar a eficacia das
nanoparticulas na desinfec¢do e desestruturacdo do biofilme bacteriano em longo
prazo. O tratamento com nanoparticulas reduziu as bactérias do biofilme,
rompendo a sua estrutura, € mantiveram a propriedade antibacteriana mesmo apos
o envelhecimento, apresentando assim um potencial para desinfec¢do de biofilme
no tratamento endodontico”’.

As nanoparticulas de TiO, e Ag foram utilizadas para a fabricagao de
produtos téxteis de seda multifuncional. As nanoparticulas sdo impregnadas em
um substrato da seda através de ligacdes covalentes, devido a forte ligagdo
quimica, o tecido de seda fibroina e as nanoparticulas formam um sistema
composto estavel. A atividade antimicrobiana das amostras tratadas e ndo tratadas
com nanoparticulas foi avaliada utilizando o teste de difusdo em placa de é4gar.
Foram selecionados as bactérias Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Amostras circulares de tecido foram colocadas de maneira
uniforme sobre a superficie das placas inoculadas e incubadas a 37 = 1 C por 24h.

A avaliagdo de incubagdo foi baseada na auséncia ou presenca de crescimento de
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bactérias nas amostras testadas e na zona de contacto entre os agares. Os
resultados do teste da capacidade antibacteriana mostraram que o tecido ndo
tratado nao possui atividade antibacteriana, mostrando a auséncia de uma zona de
inibicdo e crescimento bacteriano no meio sob as amostras. Em comparagao, os
tecidos com TiO, apresentam capacidade antibacteriana limitada, mostrando
pequeno crescimento bacteriano nas amostras. No entanto, no caso dos tecidos
com nanoparticulas TiO, e Ag, ndo houve crescimento bacteriano nas amostras, e
ocorreu uma zona de inibicdo contra os trés tipos de bactérias, ilustrando que
tecido tratados com nanoparticulas possui atividade antibacteriana excelente.
Comparando-se as atividades antibacteriana das nanoparticulas TiO, e TiO,/Ag
pode-se concluir que o aumento da capacidade anti-bacteriana TiO,/Ag estad
diretamente relacionada com a presenga de nanoparticulas Ag”. Segundo a
literatura, os ions Ag pode lentamente liberar particulas de prata no meio ao redor
das amostras para suprimir o crescimento de bactérias, como expressando a zona
de inibicdo em torno das amostras®. Varios mecanismos antibacterianos de fons
prata foram propostos: (a) ions prata entram na membrana celular e aderem as
paredes celulares de bactérias danificando-as; (b) a ocorréncia de efeito de
desnaturagdo; (c) inibicdo da respirag:5056. Este material de seda multifuncional
satisfaz a demanda do mercado por produtos “naturais inteligentes”, e ¢ um
material promissor para uso pratico na industria téxtil, na esterilizag@o hospitalar e
limpeza ambiental®®®,

Os implantes dentdrios sdo amplamente utilizados na clinica didria,

entretanto algumas vezes complicagdes como infeccdes poOs-operatdrias. Uma
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superficie ostentando em longo prazo a capacidade antibacteriana ¢ altamente
desejavel, a fim de prevenir infec¢des associadas a implante. Foram testados
implantes de titanio revestidos com nanotubos de titdnio (TiO,-NTs)
incorporados com prata (Ag). A quantidade de Ag apresentado ao NTs foi variada
alterando a concentragdo AgNOs e tempo de imersdo. As nanoparticulas de Ag
foram preparadas por imersdo em uma solugdo de nitrato de prata seguido pela
radiacdo da luz ultravioleta aderindo firmemente a parede dos nanotubos de
titdnio. Os implantes de TiO, carregados com nanoparticulas de Ag (NT-Ag)
apresentaram a capacidade de matar as bactérias planctonicas suspensas durante
os primeiros dias, a capacidade para impedir a adesdao bacteriana foi mantida por
30 dias, o que normalmente ¢ o suficiente para evitar a infec¢do pos-operatdria
nas fases iniciais, intermediarias e talvez tardia ao redor do implante. Somente o
grupo que apresentava NT-Ag 0.5 %, a menor concentragdo de Ag, ndo
apresentou resultado satisfatorio. Sendo as condi¢des utilizadas nesse experimento
mais graves do que aquelas encontradas normalmente in vivo, os materiais
deverdo ser eficaz por um tempo muito mais longo na situagdo normal. Os
materiais NT-Ag também apresentam osteocondutividade satisfatoria, além do
bom desempenho biologico esperado de TiO,-NTs. Embora a estrutura NT-Ag
mostra alguma citotoxicidade, pode ser reduzida através do controle da taxa de
liberacdo Ag, e as propriedades podem ser ainda mais adaptadas para realizar
tanto a capacidade antibacteriana em longo prazo e a bio-integra¢do. Esta
estrutura de nanoparticulas NT-Ag que fornece relativamente a longo prazo a

capacidade antibacteriana e boa integrag¢ao dos tecidos tem aplicagdes promissoras
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em ortopedia, odontologia, e outros dispositivos biomédicos. Os materiais sao,
portanto, muito atraentes para implantes biomédicos, devido a prevencdo da
infeccdo de implantes associados e promocio da osseointegracdo®®.

As nanoparticulas possuem excepcionais propriedades fisicas e quimicas
que levou a rapida comercializagao. Devido ao seu potencial antimicrobiano as
nanoparticulas de prata (Ag-np) estdo entre as mais comercializadas. As
nanoparticulas de prata sdo a base de cosméticos, agentes terapéuticos e produtos
domésticos amplamente utilizados, o que levantou uma preocupagao publica em
relacdo a sua seguranga associada a utilizacdo humana e ambiental. Na pratica ndo
existe regulamentacdo de seguranca para a utilizacdo desses nanomateriais. Ainda
ndo foram bem esclarecidos as interagdes de nanomateriais com as células, os
mecanismos de absorcdo, distribui¢do, excregdo, toxicologicos € mecanismo de
ag:503.

Os filmes finos de dioxido de titdnio (TiO,) sdo o fotocatalisadores mais
pesquisados, sdo quimicamente estaveis , possuem alto indice de refragdo, tém

1*'* Filmes de dioxido de

excelente transmissdo na regido infra-vermelha e visive
titdnio t€ém o potencial de fornecer energia limpa, sustentavel e renovavel, sob a
acdo da luz solar podem formar um fotodiodo que pode dividir a agua em

3638 Estas propriedades extraordindrias funcionais surgem

oxigénio e hidrogénio
porque o didxido de titdnio sob luz UV gera um par elétron-buraco moveis que
podem migrar para a superficie onde geram foto-oxidacdo a qualquer espécie

organica e os foto-elétrons gerados reduzem o oxigénio da dgua mediada por

~ .. . A . 44
formagdes de radicais de oxigénio .
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A fotocatélise heterogénea ¢ um processo oxidativo que tem demonstrado
uma promissora tecnologia para o processo de oxidagdo/degradacao de
contaminantes organicos. Muitos catalisadores tém sido testados, entre eles o
diéxido de titanio (TiO,), que é encontrado em varias formas cristalinas™. O
oxido de titanio na fase cristalina anatase, possui a propriedade de absorver o
comprimento de onda UV-A, o qual eficientemente exibe a atividade
fotocatalitica. A ag@o bactericida da fotocatalise heterogénea UV-A/TiO, vem
sendo testada em microrganismos com diferentes fotossensibilidades e alta
eficiéncia foi encontrada em todos os casos estudados, particularmente no mais
resistente, o Enterobacter cloacal. Este microrganismo normalmente é encontrado
no solo e na agua, e devido a um eficiente sistema defensivo antioxidante, ndo ¢
inativado pela irradiacio UV-A. Entretanto, em todos os casos estudados, doses
subletais de UV-A na presenca de TiO, foram eficientes na eliminagdo
microbiana® . A desinfec¢do por fotocatalise de bactérias patogénicas em agua foi
avaliada através da aplicagdo de uma irradia¢do de luz visivel sobre uma pelicula
de oxido de titanio/prata. A fotocatilise mostrou-se um método efetivo para
eliminar bactérias tais como, Escherichia coli e Staphylococus aureus® .

O dioxido de titanio (TiO;) tem sido amplamente utilizado como um
fotocatalizador devido a sua alta eficiéncia fotocatalitica, resisténcia a corrosio e
custo relativamente baixo. Sobre a irradiacao com luz UV, os elétrons na banda de
valéncia TiO, estdo excitados na banda de conducdo criando um par elétron-
buraco. Os pares elétrons buraco migram para a superficie para produzir

;. . .. , .4 28 , . .
poderosas espécies oxidantes ou radicais superoxido™. Estas espécies oxidantes
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possuem efetivamente uma ampla agdo sob uma variedade de espécies organicas,
incluindo moléculas de contaminantes, fungos e bactérias. A abertura da faixa de
TiO; (~3.2 eV) limita o uso do catalisador por condi¢des de irradiagao a luz
ultravioleta. Numerosos estudos visam aumentar a eficiéncia de fotos de TiO, e
desenvolver atividade a luz visivel. A melhoria no desempenho funcional, com
incorpora¢do de Ag na matriz de TiO, pode ser explicada por uma carga modelo
de separagdo e maior taxa de produgao de pares fotogerad0527’42 . A medida que o
nivel de TiO; ¢ maior do que o de Ag, os depdsitos de Ag se comportam como
sites de acumulacdo para os elétrons fotogerados derivado TiO,, levando a uma
melhor separagdo de elétrons e buracos. Isso resulta em um maior nimero de
portadores de carga e portanto, um aumento de espécies reativas™ .

A fotocatalise heterogénea s6 ocorre quando a superficie que recebeu o
recobrimento com nanoparticulas de TiO, permanece ativada constantemente
com a luz ultravioleta. Uma limita¢do do uso do catalisador TiO, € que ele requer
uma radiacdo na faixa (sub) 385nm para funcionar. Pesquisas tém sido
direcionadas para mudar a banda de absor¢do no visivel. Isto permitird uma
melhor absorcdo solar que poderiam melhorar a eficicia global do fotocatalisador
e, além disso, permitir uma superficie ativada por luz visivel, utilizada em
ambiente de saude'* **.

Foram preparados filmes antimicrobianos contendo nanoparticulas de
prata em um substrato de titdnio e testados com luz visivel suas propriedades
fotocataliticas. Os filmes poderiam ser transformados de roxo (prata 6xido) para

laranja (prata) por 254 nm, 365 nm ou radiagdo de luz branca e o processo
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invertido quando os filmes foram armazenados no ar e no escuro. Os filmes foram
caracterizados por DRX, Raman, AFM, SEM, EDX, Espectroscopia UV-Vis ¢
XPS, bem como testados para a funcionalidade usando uma variedade de técnicas,
incluindo a atividade antimicrobiana contra bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli em condi¢des de ilumina¢do de hospital. XRD e Raman
indicaram que os filmes foram anatase, X-ray de fotoelétrons confirmou a
presenca de carregamento de prata na superficie de titanio e EDX mostraram prata
doping na camada de TiO,. Amostras foram testadas para a foto-degradacdo do
acido estearico em trés diferentes condi¢des de iluminacao: UVA - 365 nm, a luz
branca (comumente encontrados em hospitais do Reino Unido) e UVA filtrada luz
branca. Os filmes de Ag e 6xido de titanio se comportaram como fotocatalisadores
ativos sob condicdes de luz visivel. Estas superficies demonstraram uma redugao
de 99,99% no niimero de bactérias Escherichia coli viavel devido a presenga de
ions de prata, ¢ 99,99% redugdo do numero de bactérias Staphylococcus aureus
devido a fotocatélise refor¢ada. Os filmes Ag-TiO, provaram ser fotocatalisadores
excepcionais sob luz visivel, mesmo na presenga de um filtro UV. Essa dupla
abordagem envolvendo um fotocatalisador e a prata ¢ benéfica, a prata como uma
superficie fotocatalitica acrescenta um grau de adesdo ao substrato permitindo que
os fons de prata se relacionem melhor com a superficie. A unido da Ag com o
TiO; utiliza menor quantidade de prata, o que ¢ bom dado ao alto custo desse
precioso metal. Uma dupla abordagem para mecanismo antimicrobiano
consistindo de uma relagdo sinérgica entre o fotocatalisador (TiO,) e a superficie

ligada a nanoparticulas de prata. O efeito sinérgico permite que mais bactérias
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morrem por um curto periodo de tempo, € 0 mecanismo de acao multidirecional
faz uma superficie com potente agdo antimicrobiana a todos os tipos de bactérias.
Isto ¢ importante porque as bactérias t€ém diferentes susceptibilidade e abordagens
anti-microbiana. Essa associagdo proporciona uma superficie multi-funcional que
¢ eficazes contra mais tipos de bactérias. As amostras de prata mostraram a maior
promessa real no campo de revestimentos de auto-limpeza e poderiam ter
aplicagbes importantes em ambientes de sadde nos EUA e Reino Unido'.

Ao analisar o0 mecanismo de inativacgdo de células Escherichia coli através
da acdo oxidativa exercida pelo processo UV/TiO,, observou-se que a reagdo ¢
iniciada por uma decomposicao parcial da membrana externa, causada pelas
espécies reativas produzidas no processo fotocatalitico. Nessa etapa ndo existe a
perda total da viabilidade da célula. Contudo, ha alteracdes na permeabilidade da
membrana externa, o que possibilita que as espécies reativas alcancem a
membrana citoplasmatica e que ocorra a peroxidagdo dos lipideos da membrana
citoplasmadtica, a perda da viabilidade e, finalmente a morte celular®.

Filmes finos de didxido de titanio (TiO;) e filmes de TiO, contendo prata
(Ag-TiO,) foram preparados em uma silica pré-revestido com substratos de vidro
através do método por uma sol gel spin coating. A atividade bactericida desses
filmes foi determinada contra Staphylococcus epidermidis em iluminagdo natural
e ultravioleta (UV) por quatro métodos: ensaio de difusdo em disco, teste
bactericida de UV-induzida, qualitativa liberacdo de ions Ag em bactérias
inoculado em agar e avaliagdo da superficie topografica por laserscan. A

atividade fotocatalitica dos filmes foi medida através da degradacdo de &cido
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estearico sob condi¢des de luz UV, solar e visivel. Um objetivo especifico deste
estudo foi determinar as mudancgas na atividade bactericida ¢ fotocatalitica, como
resultado de alteragdes estruturais € quimicas na superficie do filme com a
incorporagdo de Ag e modificagdo da temperatura de calcinagdo. Verificou-se que
todas os filmes finos TiO, e Ag-TiO, calcinado a 450°C foram bactericidas e
apresentaram atividade fotocatalitica ativa em todas as condi¢des de iluminagao
investigados. Sob qualquer condi¢do de iluminagdo os filmes de TiO, com Ag
incorporada apresentaram desempenho superior de atividade bactericida e
fotocatalitica quando comparados com filmes somente de TiO,”.

Os testes de sensibilidade antimicrobiana de substancias odontoldgicas tém
se mostrado 1til tanto na orientagdo do tratamento clinico como nos estudos que
investigam o efeito antimicrobiano de susbstancias odontologicas. O teste de
difusdo em agar ¢ amplamente utilizado para avaliar a atividade antimicrobiana
de substincias utilizadas nas pesquisas odontologicas®. Este teste oferece as
vantagens de ser eficiente em detectar a atividade antimicrobiana no meio de
cultura, ser de baixo custo e a técnica, além de reprodutivel, ¢ relativamente
simples de ser realizada ndo necessitando de equipamentos complexos para
analise dos resultados®. O teste de difusio em Agar é realizado em placas de Petri
contendo meio de cultura solido, sobre o qual serd semeado o microrganismo
indicado para o teste. Os agentes antimicrobianos a serem testados sdo colocados
em discos de papéis ou mesmo em pogos realizados no meio de cultura. O raio
formado da zona de inibi¢do adjacente aos discos demonstra a difusdao do agente

antimicrobiano. Contudo, o tamanho da zona de inibi¢do estara diretamente
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relacionada a solubilidade e a difusibilidade da substancia testada, podendo nao
demonstrar o seu total potencial*®.

O meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion) ¢ um meio derivado de
nutrientes de cérebro e coracao, peptona e dextrose. A peptona e a infusdo sao
fontes de nitrogénio, carbono, enxofre e vitaminas. A dextose ¢ um carboidrato
que os microrganismos utilizam para fermentagdo. E utilizado como meio para
cultivo de estreptococcos, pneumococos, meningococos, enterobactérias, nao
fermentadores, leveduras e fungos. Pode ser utilizado na preparacdo do indculo
para teste de susceptibilidade aos antimicrobianos, para realizagao de teste de
coagulase em tubo, para teste de crescimento bacteriano'®.

Na avaliagdo dos fatores que determinam o sucesso endoddntico e
restaurador de um elemento dental, deve-se levar em consideragdo que além da
escolha do melhor material para substituir a estrutura perdida, o cuidado para que
esse material seja descontaminado antes de ser inserido no interior dos canais €
primordial, pois na técnica clinica endodontica houve a descontaminagdo e a
obturagdo visando a remoc¢do dos microrganismos presentes. Pelo fato dos pinos
intra-radiculares ficarem no interior do canal radicular, é prudente que um
protocolo de biosseguranca deva ser realizado, para que esse material seja efetivo
em suas fung¢des e a0 mesmo tempo nao recontamine o canal radicular ou estimule
o crescimento bacteriano. O uso de nanoparticulas para o desenvolvimento de
estruturas antimicrobianas tem sido amplamente estudado e apresentado

resultados satisfatorios em outras areas. Essa nanotecnologia aplicada a materiais

e instrumentos odontolégicos pode resultar em produtos com agdo antimicrobiana
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que podem ajudar os profissionais a combater as infecgdes € contaminagdes,

sendo uma promissora inovagao.
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2 PROPOSICAO

O objetivo dessa pesquisa foi avaliar a agdo bactericida e
bacteriostatica das nanoparticulas TiO, e Ag no recobrimento de pinos intra-
radiculares de fibra de vidro e metdlicos fundidos através dos seguintes
experimentos microbioldgicos:

- utilizagdo de meio de cultura BHI caldo estéril para avaliar crescimento

bacteriano através da presenga ou auséncia de turvacao apos 24 e 48 hs.

- testar a atividade antimicrobiana em meio de cultura BHI agar inoculado

com Enterococcus faecalis onde sera observada a presenga de halo

antimicrobiano.
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3 CAPITULO 1

“Avaliacio in vitro da descontaminac¢io dos pinos intra-radiculares

recobertos com nanoparticulas de TiO, e Ag”

“In vitro evaluation of descontamination endodontic post

recovered with nanoparticles TiO; and Ag”

Autores: E. G. Saade®, M. C. Bandeca®, J. L. Saade’, A. Fontana’, D.M.P.
Spolidoro®, S. T. Porto Neto®, M. F. Andrade®

* University of Sdo Paulo State, Araraquara School of Dentistry, Department of
Restorative Dentistry, Humaita St., 1680, Araraquara, SP, 14801- 903 Brazil

® School of Sdo Leopoldo Mandic, Jos¢ Rocha Junqueira St., 13, Campinas,

13045-755, Brazil.

* Corresponding author: E. G. Saade, Departament of restorative Dentistry,

Araraquara School of Dentistry.

Artigo enviado para: Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology



42

Resumo

O objetivo desta pesquisa foi avaliar in vitro a acdo autolimpante das
nanoparticulas didxido de titanio (TiO,) e prata (Ag) no recobrimento de pinos
intra-radiculares. Foram utilizados 60 pinos intra-radiculares, 30 metélicos
fundidos e 30 pré-fabricados de fibra de vidro. Esses materiais foram recobertos
pelo processo de dip coating e tratados termicamente com nanoparticulas TiO,
com um compdsito de TiO, e Ag e somente Ag. Os pinos recobertos apenas com
nanoparticulas de TiO, foram submetidos a fotocatalise heterogénea com o auxilio
de luz ultravioleta por 30 minutos. Os pinos intra-radiculares sem nenhum
tratamento de nanoparticulas foram imersos na solucdo de clorexidina 2% por 5
minutos, devido a eficacia conhecida desse antimicrobiano. No grupo controle os
pinos intra-radiculares sem nenhum tratamento foram diretamente testados. As
amostras (n=6) foram separadas em grupos de 1 a 10, inseridas em tubos de
ensaio contendo o meio BHI caldo estéril e posteriormente incubados a 37°C com
leituras apos 24hs e 48hs. A comprovacao da descontaminacao dos pinos intra-
radiculares foi através da avalia¢ao visual da turvagdo do meio de cultura BHI. O
tipo de material do pino intra-radicular ndo influenciou o resultado. Os grupos que
receberam apenas as nanoparticulas de TiO;, e posterior ativagdo por luz UVA
(grupos 1 e 6) ndo apresentaram acao autolimpante, pois o meio ficou turvo,
mostrando crescimento bacteriano. Foi comprovada a ac¢do autolimpante nos
grupos que receberam tratamento com nanoparticulas de TiO; associado a Ag
(grupos 2 e 7) e nos grupos com nanoparticulas de Ag (grupos 3 e 8). Os grupos
apenas com clorexidina (grupos 4 e 9) apresentaram eficacia na descontaminac¢ao
pois o meio BHI permaneceu limpido. Apesar das limitacdes desse estudo a
nanotecnologia mostrou-se eficiente, principalmente o uso de nanoparticulas de
Ag, pois as superficies com essa nanoestrutura se mostraram descontaminadas,
entretanto mais estudos devem ser direcionados para a utilizagdo dessa promissora
tecnologia em odontologia.

PALAVRAS CHAVES: Nanoparticulas de dioxido de titanio e prata; pinos intra-
radiculares; antimicrobianos.
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Introducio

Por mais de 100 anos ¢ descrito métodos de restauracdes de dentes nao
vitais [1]. A restauragdao de dentes com tratamento endoddntico tem merecido
especial atencdo de clinicos e pesquisadores por apresentarem predisposicao as
falhas biomecanicas em relagdo a dentes vitais [2]. Ao longo dos anos o pino
intra-radicular mais utilizado foi o nucleo metalico fundido, que apesar de
algumas desvantagens como rigidez e falta de estética, tem consideravel
documentagao cientifica comprovando sua efetividade. A partir do final da década
80, foram desenvolvidos os pinos ceramicos e posteriormente os sistemas de pinos
de fibra, com coloracdo semelhante a estrutura dental [3]. Os pinos intra-
radiculares de fibra de vidro sdo compostos basicamente por fibras longitudinais
de didxido de silicio e alumina envolta em uma matriz de Bis-GMA juntamente
com particulas de carga inorganicas [4-6]. A desinfeccdo do canal radicular ¢
constantemente pesquisada visando eliminar os microrganismos localizados em
todo o sistema de canais radiculares [7-9]. Na avaliacdo dos fatores que
determinam o sucesso endodontico e restaurador de um elemento dental, deve-se
levar em consideragdo que além da escolha do melhor material para substituir a
estrutura perdida, o cuidado para que esse material seja descontaminado antes de
ser inserido no interior dos canais ¢ primordial.

A nanotecnologia baseia na constru¢do de estruturas e materiais em escala
nanométrica, em medidas equivalentes a um milimetro dividido por um milhdo de
vezes, € tem permitido a fabrica¢do de produtos com caracteristicas diferenciadas,

pois modifica as propriedades dos materiais no seu nivel atomico [10].
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A agdo bactericida de alguns ions metalicos, entre eles a prata ¢ muito
conhecida. O efeito bactericida possui o poder de aniquilar a bactéria, impedindo
sua proliferagao através da assepsia de efeito oligo-dinamico do ion prata, sem
prejuizo ao ser humano. Em 1929, na Alemanha, o Dr. Krausel conseguiu tornar
pratico o uso de ions prata metalicos para agdo bactericida [11,12]. Recentemente,
as nanoparticulas de prata tém chamado a atencao por suas diferentes atividades
antimicrobianas em diferentes formulagdes formas e tamanhos que tem
possibilitado seu uso com propdsitos médicos e higi€nicos [13]. A fotocatalise
heterogénea ¢ um processo oxidativo que tem demonstrado ser uma promissora
tecnologia para o processo de oxidacdo/degradagdo de contaminantes orginicos.
Muitos catalisadores tém sido testados, entre eles o TiO, que ¢ encontrado em
varias formas cristalinas [14].

O tratamento endodontico possui varias etapas e todos os instrumentais e
materiais utilizados intracanal, na terapia endodontica e no tratamento restaurador
devem estar livres de microrganismos. O uso de nanoparticulas para o
desenvolvimento de estruturas antimicrobianas tem sido amplamente estudado e
apresentado resultados satisfatorios em outras areas. Essa nanotecnologia aplicada
a materiais e instrumentos odontologicos pode resultar em superficies
autolimpantes e com acdo antimicrobiana que podem ajudar os profissionais a
combater as infec¢des e contaminagdes. O objetivo desse estudo foi avaliar a agdo
autolimpante das nanoparticulas TiO, e Ag no recobrimento de pinos intra-
radiculares metalicos fundidos ¢ de fibra de vidro através da utilizagdo do meio de

cultura BHI para andlise de crescimento bacteriano.
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Materiais e Métodos

Foram utilizados 30 pinos metalicos fundidos Niquel Cromo (NiCro)
padronizados e confeccionados em laboratério especializado e 30 pinos pré-
fabricados de fibra de vidro (figura 1). Todos os pinos intra-radiculares metalicos
fundidos foram confeccionados através de um modelo acrilico com conduto
radicular preparado de pré-molar inferior. O pino intra-radicular pré-fabricado
selecionado foi o White Post (FGM) que ¢ um composito de fibra de vidro e

resina epoxi de alta resisténcia mecanica.

Figura 1 — pinos de fibra e métalico

Os pinos intra-radiculares foram divididos de acordo com o tipo de pino e

tratamento realizado em cada grupo apresentados na Tabela 1.



Tabela 1. Grupos experimentais investigados nesse estudo

Grupos (n=6) Tipo de tratamento
1. Metalico Ti0O,

2. Metalico TiO,+ 5% Ag

3. Metdlico Ag

4. Metalico Clorexidina 2%

5. Metdlico Controle

6. Fibra de vidro Ti0O,

7. Fibra de vidro

8. Fibra de vidro

9. Fibra de vidro

10. Fibra de vidro

TiO, + 5% Ag
Ag
Clorexidina 2%

Controle
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Os pinos intra-radiculares dos grupos 1, 2, 3 6, 7 e 8 foram recobertos pelo

processo de dip coating e tratados termicamente com revestimento de

nanoparticulas de TiO;, com um compésito de TiO,/5%Ag e somente Ag. Os

materiais foram recobertos por imersdo (dip coating) em recipiente contendo um

polimero precursor dos materiais de TiO, e Ag a temperatura ambiente. Apds a

deposicao, as pecas foram levadas a um forno para tratamento térmico entre 300°

e 400°C, realizado de forma que ions de titdnio se transformem em didxido de

titanio. Entre quatro e seis horas, formou-se um filme nanoestruturado na

superficie dos pinos intra-radiculares, incorporando uma pelicula de recobrimento.
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Os grupos 1 e 6 sdo os pinos recobertos apenas com nanoparticulas de
TiO, e submetidos a fotocatalise heterogénea, sendo removidos com uma pinga
estéril, inseridos em uma placa de Petri estéril, que foi colocada dentro de uma
caixa de madeira revestida por papel aluminio onde uma luz ultravioleta (lampada
Starlux 15w-F) incidiu na distdncia de 10cm por 30 minutos para ativar a
propriedade antimicrobiana. Os pinos foram removidos das caixas e levados
imediatamente para o BHI estéril.

Os pinos intra-radiculares dos grupos 4 e 9 sem nenhum tratamento de
nanoparticulas foram imersos na solu¢cdo aquosa de digluconato de clorexidina
2%, devido a eficacia conhecida desse antimicrobiano. A clorexidina 2% foi
colocada em uma placa de Petri estéril e os pinos permaneceram imersos por 5
minutos, € apos a secagem com um jato de ar foram imersos nos tubos de ensaio
contendo BHI estéril. Nos grupos controle 5 ¢ 10 os pinos foram removidos do
dispositivo do fabricante com uma pinga estéril e inseridos em BHI.

Como meio de cultura, foi selecionado o BHI (Brain Heart Infusion) caldo
que ¢ derivado de nutrientes de cérebro e coragdo, peptona e dextrose. A dextose
¢ um carboidrato que os microrganismos utilizam para fermentagdo e pode ser
utilizada na preparagdo de teste de susceptibilidade aos antimicrobianos, para
realizacdo de teste de coagulase em tubo e teste de crescimento bacteriano [15].
Para o preparo do meio de cultura foi utilizado 37 g do meio Brain Heart Infusion
(BHI - Acumedia/lot 103,109 B), diluido em llitro de &4gua destilada, e
esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos. Foram utilizados 60 tubos de

ensaio com BHI caldo estéril, sendo a cor original do meio amarelo claro e
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limpido, sinalizando a descontaminagdo do meio. Apds a visualizagao limpida do
meio, os pinos foram inseridos, com o auxilio de uma pinga estéril, em cada tubo
devidamente identificado (figura 2). Para esse experimento foram utilizadas 6
amostras para cada grupo. Os tubos de ensaio foram colocados em estufa a 37°C,
e as leituras foram realizadas apds 24hs e 48hs para verificar a ocorréncia de

crescimento bacteriano que causariam a turvagao do caldo.

Figura 2 — meio limpido com pino metélico e pino de fibra de vidro

Resultados

A andlise dos resultados foi realizada através da presenca ou nao de
turvagao no meio de cultura. Foi considerado o resultado positivo quando o meio
ndo estava limpido, com presenga de turvagdo e consequentemente crescimento

bacteriano. Foi considerado resultado negativo quando havia auséncia de
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turvagdao, ou seja, o meio estava limpido ndo demonstrando crescimento
bacteriano (tabela 2). Através desse ensaio microbiologico a agdo autolimpante
das nanoparticulas foi comprovada quando os meios de cultura permaneceram
limpidos, portanto sem crescimento microbiano durante 24 e 48 hs de incubacao a
37°C.

Tabela 2. Resultados dos grupos experimentais investigados nesse estudo

Grupos Leituras 24 horas Leituras 48 horas
1 (TiO,) Positivo Positivo
2 (TiO,+ Ag) Negativo Negativo
3 (Ag) Negativo Negativo
4 (clorexidina) Negativo Negativo
5 (controle) Positivo Positivo
6 (TiO,) Positivo Positivo
7 (TiO,+ Ag) Negativo Negativo
8 (Ag) Negativo Negativo
9 (clorexidina) Negativo Negativo
10 (controle) Positivo Positivo

O tempo de incubacdo em estufa ndo interferiu no resultado dessa
pesquisa, pois todos os grupos mantiveram o mesmo resultado independente da
analise apos 24 ou 28 horas. A composi¢do do pino intra-radicular ndo interferiu

no resultado, pois tanto os pinos intra-radiculares metdlicos como os compostos
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de fibra de vidro apresentaram resultados iguais entre os mesmos grupos. Os
grupos que receberam apenas as nanoparticulas de TiO, e posterior ativagao por
luz ultravioleta (1 e 6) ndo apresentaram agdo autolimpante, pois o meio ficou
turvo, sendo positivo para crescimento bacteriano (figura 3). Foi comprovada a
acdo autolimpante nos grupos que receberam tratamento com nanoparticulas de
TiO, associado a Ag ( grupos 2 e 7) , € nos grupos que receberam apenas o
tratamento com nanoparticulas de Ag (3 e 8) (figura 4), pois os tubos de ensaio
permaneceram limpidos, sendo negativo para crescimento bacteriano. Os grupos
que receberam tratamento apenas com clorexidina (4 e 9) apresentaram
descontaminacdo comprovada com o meio BHI limpido apos 24 e 48 horas. Os
grupos controle (5 e 10) apresentaram o meio turvo apos 24 horas mostrando que

esses pinos ndo sao descontaminados no laboratério e na fabrica.

Figura 3 — meio turvo contaminag¢do ap6s 24hs.
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Figura 4 — meio ndo turvo mostrando a descontaminacgao

Discussao

O tratamento endoddntico s6 se encerra apds a restauracdo final do
elemento dental, e o seu sucesso depende diretamente da descontaminagdo total da
raiz. Todos os instrumentais e materiais utilizados intracanal, na terapia
endodontica e no tratamento restaurador devem estar livres de microrganismos.
Os pinos intra-radiculares, quando indicados, estdo em intimo contato com o canal
radicular devendo estar totalmente livres de microrganismos para nao
recontaminar esse dente apos o seu tratamento [8,9].

A nanotecnologia tem atraido o interesse de inimeros grupos de pesquisas,
devido ao seu enorme potencial de aplicacdo nos mais variados setores industriais
e ao impacto que seus resultados podem dar ao desenvolvimento tecnologico e

econdmico. Espera-se que o avanco da nanociéncia e da nanotecnologia
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proporcione uma melhor qualidade de vida e na preservacdo do meio ambiente,
estimule ndo apenas a exploracdo de novos fenOmenos e novas teorias, mas
também conduza a uma revolucao industrial, se tornando a nova for¢a motora do
crescimento econdmico do século [16].

Nos tltimos anos, tem havido um interesse pelos pesquisadores, empresas
farmacéuticas, empresas produtoras de alimentos, embalagens e indistrias de
revestimento em poO para investigar novos € seguros materiais com efeito
antimicrobiano [17]. Diferentes tipos de nanomateriais como cobre, zinco, titanio
[18], magnésio, ouro [19] e prata estdo sendo desenvolvidos, mas nanoparticulas
de prata provaram ser mais eficazes, uma vez que tém uma boa atividade
antimicrobiana contra bactérias, virus e outros microrganismos [20].

Esses materiais usados em escala nanométrica reagem com as células
através de mecanismos antimicrobianos e inibem a atividade enzimatica envolvida
na sintese de DNA. As nanoparticulas podem interagir diretamente com as células
microbianas, interrompendo a transferéncia eletronica transmembrana, rompendo
a membrana ou a parede celular, ou do componente celular oxidante, ou podem
produzir produtos secundarios como espécies reativas de oxigénio (ROS),
causando danos as células [21]. A propriedade antimicrobiana das nanoparticulas
de prata esté relacionada a quantidade e a taxa de prata liberadas, uma vez que se
liga a proteinas dos tecidos e traz mudancgas estruturais na parede da célula
bacteriana e membrana nuclear provocando distor¢cdo celular e morte. A prata
também se liga ao DNA e RNA bacteriano por desnaturagdo e inibe a replicacao

bacteriana [22].
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A nanotecnologia e a busca por materiais com atividade antimicrobiana
também tém sido alvo de pesquisadores na area odontologica. Foram avaliados a
eficacia antibacteriana de dois tipos de prata, a Novaron (N) e a Amenitop (AM)
incorporadas em uma resina composta a base de TEGDMA-UDMA. Os dois
materiais inibiram o crescimento do patdgeno oral, S. mutans, e ndo houve
nenhuma ou pequena liberacdo de ions de prata apds um dia ou apds seis meses. O
compdsito com a prata N ndo apresentou diferenca significativa em sua resisténcia
flexural ou a compressdao. No entanto o compdsito incorporado com prata AM
apresentou diferenca nos parametros de resisténcia. Estes resultados indicam que a
prata Novaron pode ser incorporada na resina composta sendo util clinicamente
devido ao efeito de longa duragdo inibitéria contra o S. mutans, sem alterar as
propriedades mecanicas do material [23].

Os implantes dentérios sdo amplamente utilizados na clinica odontologica,
entretanto sd3o comuns complicagdes como infec¢des pos-operatdrias. A
nanotecnologia foi testada em implantes de titanio através do revestimento de
nanotubos de titdnio ((TiO,-NTs) incorporados com prata (Ag). Os implantes de
TiO, carregados com nanoparticulas de Ag (NT-Ag) apresentaram capacidade de
matar as bactérias planctonicas suspensas durante os primeiros dias, capacidade
para impedir a adesdo bacteriana foi mantida por 30 dias, o que normalmente ¢ o
suficiente para evitar a infeccdo poOs-operatdria nas fases iniciais, intermediarias e
talvez tardia ao redor do implante. Esta estrutura de nanoparticulas NT-Ag
fornece relativamente a longo prazo a capacidade antibacteriana e boa integracao

dos tecidos tendo aplicagdes promissoras em ortopedia, odontologia, e outros
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dispositivos biomédicos [24]. Neste estudo os pinos intra-radiculares que
receberam o recobrimento com TiO, e Ag (grupo 2 e grupo 7) e somente Ag
(grupo 3 e grupo 8) comprovaram a a¢ao antimicrobiana da Ag. Esses grupo apos
o tratamento com nanoparticulas se comportaram como uma superficie
descontaminada, ndo estimulando o crescimento bacteriano no meio nutriente de
BHI estéril em 24 ou 48 hs.

As nanoparticulas de prata sdo as mais comercializadas, sdo a base de
cosméticos, agentes terapéuticos e produtos domésticos, o que levou a uma
preocupacdo em relagdo a sua seguranca associado a utilizacdo humana e
ambiental [25]. Na pratica ndo existe regulamentacdo de seguranca para a
utilizagdo desses nanomateriais. Entretanto, os mecanismos da atividade
antimicrobiana de ions e de nanoparticulas de prata, assim como sua toxicidade
em tecidos humanos néo estdo totalmente esclarecidos [13,25]. E preocupante os
possiveis riscos para a saude humana decorrentes de diversos produtos no
mercado que levam a um aumento de prata no ambiente e a disseminagdo da
resisténcia bacteriana. Portanto mais estudos sdo necessarios para melhor
caracterizar a toxicidade e os mecanismos envolvidos com a atividade
antimicrobiana dessas particulas [13]. Muitos avangos tecnologicos ocorreram
para tornar-se pratico o uso ions metalicos com agdo bactericida. E importante
salientar que estes produtos atuam por meio da ionizag¢do dos elementos metalicos
bactericidas, evitando que metais puros sejam liberados ao meio ambiente de

maneira a ndo prejudicar o ser humano [11,12].
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O o6xido de titanio na fase cristalina anatase, possui a propriedade de
absorver o comprimento de onda UV-A, o qual eficientemente exibe a atividade
fotocatalitica. A agdo bactericida da fotocatalise heterogénea UV-A/TiO, esta
sendo testada em microrganismos com diferentes fotossensibilidades
particularmente no mais resistente o Enterobacter cloacal. Entretanto, em todos
os casos estudados, doses subletais de UV-A na presenga de TiO, foram eficientes
na eliminacdo microbiana [26]. Muita atencdo tem sido dada a filmes
fotocataliticos pela sua capacidade de destruir bactérias resistentes tais como
Methicillin Staphylococcus aureus (MRSA) e Escherichia coli (E. coli) [27-29],
que sdo os principais contribuintes para infecgdes hospitalares [28,29].

Os filmes finos de TiO, sdo os fotocatalisadores mais pesquisados, sdo
quimicamente estaveis, possuem alto indice de refracdo, tém excelente
transmissdo na regido infra-vermelha e visivel [30,31], possuem alta eficiéncia
fotocatalitica, resisténcia a corrosao e custo relativamente baixo [32]. Filmes de
didéxido de titdnio tém o potencial de fornecer energia limpa, sustentivel e
renovavel, sob a acdo da luz solar podem formar um fotodiodo que pode dividir a
agua em oxigénio e hidrogénio [33,34]. Estas propriedades extraordinarias
funcionais surgem porque o dioxido de titanio sob luz UV gera os elétrons na
banda de valéncia e estdo excitados na banda de condugdo criando um par elétron-
buraco moveis. Os pares elétrons podem migrar para a superficie para produzir
poderosas espécies oxidantes ou radicais superoxido, onde geram foto-oxidacao a
qualquer espécie organica e os foto-elétrons gerados reduzem o oxigénio da agua

mediada por formagdes de radicais de oxigénio [30,32]. Estas espécies oxidantes
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possuem efetivamente uma ampla agdo sob uma variedade de espécies organicas,
incluindo moléculas de contaminantes, fungos e bactérias [35,36]. Nesta pesquisa
os pinos intra-radiculares cobertos apenas com nanoparticulas TiO, (grupol e
grupo 6) e irradiado com luz ultravioleta durante 30 minutos apresentaram apos
24 ¢ 48 horas o meio BHI turvo, comprovando o crescimento bacteriano. Esse
resultado nos mostra que as propriedades antimicrobianas das nanoparticulas de
Ti0O, sao efetivas somente com a ativagao constante da luz ultravioleta, o que nao
ocorreu durante essa pesquisa. A fotocatdlise heterogénea s6 ocorre quando a
superficie que recebeu o recobrimento com nanoparticulas de TiO, permanece
ativada constantemente com a luz ultravioleta. Uma limitagdo do uso do
catalisador TiO, é que ele requer uma radiagdo na faixa (sub) 385nm para
funcionar. Pesquisas tém sido direcionadas para mudar a banda de absor¢do no
visivel. Isto permitird uma melhor absor¢do solar que poderiam melhorar a
eficacia global do fotocatalisador e, além disso, permitir uma superficie ativada
por luz visivel, utilizada em ambiente de saude [35,36,37].

Filmes finos de didxido de titanio (TiO,) e filmes de TiO, contendo prata
(Ag-TiO,) foram preparados em uma silica pré-revestida com substratos de vidro
através do método sol gel spin coating. A atividade bactericida desses filmes foi
determinada contra Staphylococcus epidermidis em ilumina¢do natural e
ultravioleta (UV). Verificou-se que todas os filmes finos TiO, e Ag-TiO, foram
bactericidas e apresentaram atividade fotocatalitica ativa em todas as condigdes de
iluminagdo investigados. Sob qualquer condi¢@o de iluminacdo os filmes de TiO;

com Ag incorporada apresentaram desempenho superior de atividade bactericida e
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fotocatalitica quando comparados com filmes somente com nanoparticulas de
Ti0; [38]. Nesta pesquisa 0s grupos que possuiam apenas nanoparticulas de TiO,
(grupos 1 e 6) ndo se comportaram como uma superficie descontaminada, mesmo
porque nao houve irradiagdo UV constante nesses grupos. Entretanto os grupos
que receberam tratamento com nanoparticulas de TiO, e Ag (grupos 2 e 7) ndo
permitiram o crescimento bacteriano. A limitagdo do fotocatalisador de TiO,
devido a necessidade de irradiagdo, levou a incorporacdo de Ag na matriz de TiO,
ocorrendo uma melhoria no desempenho funcional que pode ser explicada por
uma carga modelo de separacdo e maior taxa de produ¢do de pares fotogerados
[35,36]. A medida que o nivel de TiO, é maior do que o de Ag, os depdsitos de
Ag se comportam como sitios de acumulagdo para os elétrons fotogerados
derivado TiO,, levando a uma melhor separacdo de elétrons-buracos, o que
resulta em um maior nimero de portadores de carga e portanto, um aumento de
espécies reativas [29].

A clorexidina ¢ classificada terapeuticamente como uma substancia
antimicrobiana, antisséptico topico e também na categoria de desinfetante. E uma
base antisséptica forte e estdvel na forma de sal (gluconato, acetato ou
hipocloreto). Em odontologia ela ¢ amplamente utilizada no controle de placa
bacteriana no tratamento das infecgdes periodontais e como medicagdo intracanal
[39]. Ela ¢ efetiva contra um grande nlimero de microrganismos gram-positivos,
gram-negativos, leveduras, anaerdbios facultativos, e aerdbios [39,40]. Este
estudo apenas corroborou com os demais quando comparamos a eficacia

desinfetante e bactericida da clorexidina. Apenas com a imersao dos pinos intra-
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radiculares em clorexidina aquosa a 2% por 5 minutos, 0os mesmos apresentaram
totalmente descontaminados. Os grupos tratados apenas com clorexidina (grupos
4 ¢ 9) permaneceram com o meio nutriente limpido, sem sinal de turvidez apos 24
e 48 horas, comprovando o ndo crescimento bacteriano € consequentemente a
eficicia desse antimicrobiano.Os grupos controles mostraram que os pinos
intraradiculares metalicos provindos do laboratorio de protese e os pré-fabricados
estdo contaminados com microorganismos, pois em nosso ensaio os dois grupos
ap6s 24 horas apresentaram o meio turvo, mostrando a presenca de crescimento
bacteriano.

Pelo fato dos pinos intra-radiculares ficarem no interior do canal radicular,
¢ prudente que um protocolo de biosseguranga seja realizado, para que esse
material seja efetivo em suas fungdes e a0 mesmo tempo ndo recontamine o canal
radicular ou estimule o crescimento bacteriano. Apesar do grande niimero de
trabalhos com nanotecnologia e nanoparticulas ainda existe uma caréncia dessa
tecnologia aplicada a materiais e instrumentos odontoldgicos, o que ¢ um campo
promissor para obtermos superficies autolimpantes e bactericidas diminuindo os
insucessos clinicos. Apesar das limitagdes desse estudo a nanotecnologia mostrou-
se eficiente, principalmente o uso de nanoparticulas de Ag, pois as superficies
com essa nanoestrutura se mostraram descontaminadas, entretanto mais estudos
devem ser direcionados para a utilizagdo dessa promissora tecnologia em

odontologia.
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Resumo

A proposta deste estudo foi avaliar in vitro a atividade antimicrobiana dos pinos
intra-radiculares recobertos com nanoparticulas dioxido de titdnio (TiO,) e prata
(Ag) no meio BHI (Brain Heart Infusion) agar. A bactéria selecionada foi a
Enterococcus Faecalis (cepa ATCC 10541) utilizada a 0,65x10°. Foram utilizados
30 pinos intra-radiculares metalicos fundidos e 30 pré-fabricados de fibra de
vidro. As amostras (n=6) foram separadas em grupos de 1 a 10. Trés grupos foram
recobertos pelo processo de dip coating e tratados termicamente com
nanoparticulas TiO,, outro grupo com compésito de TiO, e Ag e um grupo
somente Ag. Os pinos recobertos apenas com nanoparticulas de TiO, foram
submetidos a fotocatalise heterogénea com o auxilio de uma luz ultravioleta. Um
grupo de pinos intra-radiculares sem nenhum tratamento de nanoparticulas foi
imerso em solugdo de clorexidina 2% por 5 minutos. No grupo controle os pinos
intra-radiculares sem nenhum tratamento foram diretamente testados. Para o
ensaio foi utilizado o meio nutriente BHI Agar estéril vertido em placas de Petri e
posteriormente contaminado com 100ul Enterococcus Faecalis. Apos a secagem
os pinos intraradiculares foram inseridos delicadamente no centro da placa. As
amostras foram colocadas em estufa a 37°C, e as leituras foram realizadas apos
24hs e 48hs, observando a presenca ou auséncia de halo antimicrobiano. A
comprovagdo da acdo antimicrobiana das nanoparticulas que recobriram os pinos
intra-radiculares foi através da avaliacdao visual da formacdo do halo de inibicao.
O periodo de incubagdo e o tipo de material do pino intra-radicular ndo
influenciaram no resultado final dos grupos. Nos grupos que receberam apenas as
nanoparticulas de TiO, e posterior ativagdo por luz UVA (1 e 6) ndo houve
presenca do halo antimicrobiano. Foi comprovada a difusdo antimicrobiana das
nanoparticulas nos grupos que receberam tratamento com nanoparticulas de TiO,
associado a Ag ( grupos 2 € 7) , € nos grupos com apenas nanoparticulas de Ag (3
e 8), pois ocorreu a presenca de halo antimicrobiano. Os grupos apenas com
clorexidina (4 e 9) apresentaram halo mostrando sua eficiente acao
antimicrobiana. Os grupos controle (5 e 10) ndo apresentaram agdo
antimicrobiana. A nanotecnologia e a busca por materiais com atividade
antimicrobiana tem sido alvo de pesquisadores, mostra uma promissora
tecnologia, entretanto mais estudos devem ser realizados na 4rea odontoldgica.

PALAVRAS CHAVES: Nanoparticulas de dioxido de titanio e prata; pinos intra-
radiculares; antimicrobianos.
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Introducio

A desinfeccdo total do canal radicular ¢ uma busca constante que visa
eliminar todos os microrganismos localizados no sistema de canais radiculares.
Nos casos de insucessos no tratamento endodontico a bactéria mais predominante
¢ a Enterecoccus faecalis, o qual tem demonstrado a capacidade de sobreviver no
interior dos canais radiculares, mesmo apos a utilizagdo de medicagdes intracanais

2,3

com comprovada a¢do antimicrobiana’ A Enterococcus faecalis sao cocos

gram-positivos entéricos facultativos comumente associada a infec¢des periapicais

456,789 .. : 10 ;
2057 e patogenicidade bem documentada na literatura ~. Diferente

persistentes
de todas as espécies bacterianas, estudos in vitro, demonstraram a capacidade
dessa bactéria em penetrar nos tubulos dentinarios® .

Na avaliacdo dos fatores que determinam o sucesso endododntico e
restaurador de um elemento dental, deve-se levar em consideragdo que além da
escolha do melhor material para substituir a estrutura perdida, o cuidado para que
esse material seja descontaminado antes de ser inserido no interior dos canais €
primordial. Apos tratamento endodontico um elemento dental com pouco
remanescente ¢ indicado a colocagdo de um pino intra-radicular. Por muitas
décadas o pino intra-radicular mais utilizado foi o nucleo metalico fundido, porém
atualmente os pinos intra-radiculares de fibra de vidro sdo muito indicados,
principalmente pela sua estética e resiliéncia'?,

A nanotecnologia entende-se a ciéncia de materiais para o dominio de

particulas e interfaces com dimensdes extremamente pequenas, da ordem de um a

cem nandmetros (nm). Particulas deste tamanho, ou “nano-particulas”, apresentam
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uma grande area superficial e, freqiientemente exibem propriedades mecanicas,
Opticas, magnéticas ou quimicas distintas de particulas e superficies
macroscopicas. A manipulagdo de atomos em uma escala um bilhdo de vezes
menor que o metro ou um milhdo de vezes menor que o milimetro representa um
espaco suficiente para, no maximo, dez atomos'. Diferentes tipos de
nanomateriais como cobre, zinco, titénioM, magnésio, ouro e prata tém surgido,
entretanto nanoparticulas de prata provaram ser mais eficazes, uma vez que
tém uma boa atividade antimicrobiana contra bactérias, virus e outros
microrganismos'". Esses materiais usados em escala nanométrica reagem com as
células bacterianas através de mecanismos que inibem a atividade enzimatica
envolvida na sintese de DNA'®.

O uso de nanoparticulas para o desenvolvimento de uma estrutura com
prote¢do antimicrobiana de agdo natural e especifica contra germes, bactérias e
outros microorganismos ¢ amplamente estudado e apresentado resultados
satisfatorios. [Essa nanotecnologia aplicada a materiais e instrumentos
odontologicos pode resultar em superficies com acdo antimicrobiana favorecendo
o combate as infec¢des e contaminagdes. O objetivo desse estudo foi avaliar a
atividade inibitéria das nanoparticulas TiO, e Ag de pinos intra-radiculares
metalicos fundidos e de fibra de vidro sobre Enterococcus faecalis através do

teste de difusdo em agar.
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Materiais e Métodos

Foram utilizados 30 pinos metalicos fundidos de Niquel Cromo (NiCro)
padronizados e confeccionados em laboratério especializado e 30 pinos pré-
fabricados de fibra de vidro (White Post - FGM) composto de fibra de vidro e
resina epoxi de alta resisténcia mecénica (figura 1). Todos os pinos intra-
radiculares metdlicos fundidos foram confeccionados através de um modelo
acrilico com conduto radicular preparado de pré-molar inferior. Os pinos intra-
radiculares foram divididos de acordo com o tipo de pino e tratamento realizado

em cada grupo (n=6) apresentados na tabela 1.

Figura 1 — pinos de fibra e métalico
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Tabela 1. Grupos experimentais investigados nesse estudo

Grupos (n=6) Tipo de tratamento
1. Metalico Ti0O,

2. Metalico TiO,+ 5% Ag
3. Metdlico Ag

4. Metalico Clorexidina 2%
5. Metdlico Controle

6. Fibra de vidro Ti0O,

7. Fibra de vidro TiO,+ 5% Ag
8. Fibra de vidro Ag

9. Fibra de vidro Clorexidina 2%
10. Fibra de vidro Controle

Os pinos intra-radiculares dos grupos 1, 2, 3, 6, 7 ¢ 8 foram recobertos
pelo processo de dip coating, e tratados termicamente com revestimento de
nanoparticulas. Os pinos foram recobertos por imersdo (dip coating) em recipiente
contendo um polimero precursor dos materiais de TiO, e Ag a temperatura
ambiente. ApoOs a deposi¢do, as pegas foram levadas a um forno para tratamento
térmico entre 300° e 400°C, realizado de forma que ions de titanio se transformem

em dioxido de titdnio. Entre quatro e seis horas, formou-se um filme
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nanoestruturado na superficie dos pinos intra-radiculares incorporando uma
pelicula de recobrimento.

Nos grupos 1 e 6 os pinos recobertos com nanoparticulas de TiO, e
submetidos a fotocatélise heterogénea foram inseridos com auxilio de uma pinga
estéril em uma placa petri e posteriormente colocados dentro de uma caixa
revestida por papel aluminio onde uma luz ultravioleta (Idmpada Starlux 15w-F)
incidiu na distancia de 10cm por 30 minutos para ativar a propriedade
antimicrobiana (Figura 2). Os pinos foram removidos da placa e levados

imediatamente para o teste microbioldgico.

Figura 2 - luz ultravioleta (lampada Starlux 15w-F)

Os pinos intra-radiculares dos grupos 4 ¢ 9 foram submersos na solugao
aquosa de digluconato de clorexidina 2%, colocada em uma placa petri estéril, e

0s pinos permaneceram imersos por 5 minutos, apds a secagem com um jato de ar
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foram inseridos nas placas contaminadas com E. Faecalis. Nos grupos controle 5
e 10 os pinos intra-radiculares foram removidos do dispositivo do fabricante com
uma pinga estéril e inseridos nas placas.

A atividade antibacteriana de cada material foi avaliada contra E. faecalis
(ATCC 10541) usando o teste de difusdo em Agar. A cepa indicadora cresceu em
BHI caldo (Brain Heart Infusion — Acumedia 7115 A) por 24 h a 37°C ¢ a
concentragdo final de 6.5x10° UFC/mL foi obtida pela densidade optica (DO).
Posteriormente em cada placa de Petri (20x100 mm), uma camada base contendo
15 mL de BHI agar foi preparada. Apds solidificagdo do meio de cultura 100 pl
de E. faecalis (6.5x10° UFC/mL) foi semeado em toda a superficie do meio de
cultura. Sobre a superficie da placa semeada com E. faecalis, os pinos intra-
radiculares foram inseridos delicadamente com o auxilio de pinga estéril e
posteriormente mantidos a 37°C. As leituras foram realizadas apds 24h e 48h,

observando a presenca ou auséncia de halo de inibicao.

Resultados

Os resultados foram avaliados através da presenca ou auséncia de halo de
inibi¢do, mostrando a acdo antimicrobiana das nanoparticulas. Através desse
ensaio microbioldgico a a¢do antimicrobiana das nanoparticulas foi comprovada
quando os pinos inibiam o crescimento bacteriano ao redor deles durante 24 e 48

hs de incubacdo a 37°C.
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Tabela 2. Resultados dos grupos experimentais investigados nesse estudo

Grupos Leituras 24 horas Leituras 48 horas
1 (Ti0y) Auséncia Auséncia
2 (TiO, + Ag) Presenga Presenga
3 (Ag) Presenga Presenga
4 (clorexidina) Presenga Presenga
5 (controle) Auséncia Auséncia
6 (TiO,) Auséncia Auséncia
7 (TiO,+ Ag) Presenga Presenga
8 (Ag) Presenca Presenca
9 (clorexidina) Presenca Presenca
10 (controle) Auséncia Auséncia

O tempo de incubagdo em estufa ndo interferiu nos resultados dessa
pesquisa, pois todos os grupos mantiveram o mesmo resultado independente da
analise apos 24 ou 48 horas. O material do pino intra-radicular ndo influenciou no
resultado, tanto os pinos metalicos quanto os de fibra de vidro apresentaram
resultados semelhantes entre os mesmos grupos. Os grupos que receberam apenas
as nanoparticulas de TiO, e posterior ativa¢do por luz ultravioleta (1 e 6) ndo
apresentaram ac¢do antimicrobiana (figura 3). Foi comprovada a acdo
antimicrobiana nos grupos que receberam tratamento com nanoparticulas de TiO;

associado a Ag ( grupos 2 e 7) (figura 4), nos grupos que receberam apenas o
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tratamento com nanoparticulas de Ag (3 e 8) (figura 5), e nos grupos que
receberam tratamento com clorexidina (4 e 9) (figura 6), onde houve formacao de
halo antimicrobiano, ocorrendo a inibi¢do do crescimento bacteriano ao redor do
pino. Os grupos controle (5 e 10) ndo apresentaram halo antimicrobiano (figura

8).

Figura 3 — Pinos com nanoparticulas de TiO, — auséncia de halo antimicrobiano
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Figura 4 — Pinos com nanoparticulas de TiO, e Ag — presenca de halo
antimicrobiano

Figura 5 — Pinos com nanoparticulas de Ag — presenca de halo antimicrobiano



Figura 6 — Pinos imersos em clorexidina — presenca de halo antimicrobiano
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Figura 7 — Pinos sem tratamento — auséncia de halo antimicrobiano
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Discussio

Nos casos de insucessos no tratamento endodontico a bactéria mais
predominante é a Enterecoccus faecalis, a qual tem demonstrado a capacidade de
sobreviver no interior dos canais radiculares, mesmo apds a utilizacdo de
determinadas medicagdes intracanais com comprovada acao antimicrobiana® > >
A Enterococcus faecalis é comumente associada a infecgdes persistentes
periapicais associadas apOs tratamento endodéntico’.  Diferentes exames
bacteriologicos em culturas mostraram que Enterococcus faecalis esta presente
em 30-48% de dentes com infecgdo pods-tratamento’’. Ela ¢é isolada em dentes com
tratamento endodontico sem lesdo apical em torno de 81,5% dos casos e em
infec¢des pulpares e periapicais recorrentes. A selecdo da Enterococcus faecalis
para essa pesquisa baseou-se no fato desse microrganismo ser prevalente na
cavidade oral e relacionado as infecgdes do sistema de canais radiculares, sendo

6,9, 18 . .
» 7 7. Os pinos intra-

amplamente estudada e bem documentada na literatura
radiculares estudados nesta pesquisa entram em contato direto com o sistema de
canais radiculares do elemento dental devendo estar totalmente descontaminados
para ndo recontaminar esse dente apds o tratamento endodontico. Os grupos
controles mostraram que os pinos intraradiculares ndo possuem agao
antimicrobiana, pois em nosso experimento ndo apresentaram halo
antimicrobiano.

As aplicacdes da nanotecnologia nas areas biomédicas ¢ uma realidade, a

obtencdo de estruturas em nanoescala através da divisdo de objetos micrométricos

¢ importante e tem sido realizado em diferentes areas. As propriedades de
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nanomateriais € nanotecnologia para a sua implementagdo e difusao nas areas de
biomedicina, eletronica e mecanica nos permitem vislumbrar uma realidade
promissora em éreas interdisciplinares da quimica, fisica, biologia ¢ medicina'’,
Nos ultimos anos cresceu o interesse dos pesquisadores, empresas farmacéuticas,
empresas produtoras de alimentos, embalagens e industrias de revestimento em po
para investigar novos e seguros materiais com efeito antimicrobiano®. As
nanoparticulas de prata sdo eficazes, uma vez que t€ém uma boa atividade
antimicrobiana contra bactérias, virus e outros microrganismos". Estas podem
interagir diretamente com as células microbianas, interrompendo a transferéncia
eletronica transmembrana, rompendo a membrana ou a parede celular, ou do
componente celular oxidante, ou podem produzir produtos secunddrios como
espécies reativas de oxigénio (ROS), causando danos as células'®. A propriedade
antimicrobiana das nanoparticulas de prata est4 relacionada a quantidade e a taxa
de prata liberadas, uma vez que a prata se liga a proteinas dos tecidos traz
mudangas estruturais na parede da célula bacteriana e membrana nuclear
provocando distor¢do celular e morte. A prata também se liga a0 DNA e RNA
bacteriano por desnaturacio e inibe a replicagdo bacteriana®'. Como demonstrado
nesta pesquisa os pinos intra-radiculares que receberam o recobrimento com
composto de TiO, e Ag (grupo 2 e grupo 7) e somente Ag (grupo 3 e grupo 8)
apresentaram atividade antimicrobiana, pois ocorreu a formagdo do halo de
inibi¢do, comprovando a acdo antimicrobiana da Ag.

As nanoparticulas de Ag foram testadas em odontologia através da eficacia

antibacteriana de dois tipos prata a Novaron (N) e a Amenitop (AM) incorporadas
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em uma resina composta a base d¢ TEGDMA-UDMA. Os dois materiais inibiram
o crescimento do principal patogeno oral o S. Mutans e ndo houve nenhuma ou
pequena liberagcdo de ions de prata apds um dia ou apos seis meses. O compdsito
com a prata N nao apresentou diferenga significativa em sua resisténcia flexural
ou a compressdo. Estes resultados indicam que a prata Novaron pode ser
incorporada na resina composta sendo util clinicamente devido ao efeito de longa
duragdo inibitéria contra o S. Mutans, sem alterar as propriedades mecanicas do
material®®. Neste estudo os pinos que receberam o tratamento com nanoparticulas
de Ag (3 e 8) também apresentaram excelente atividade antimicrobiana.

As nanoparticulas de TiO, e TiO, /Ag foram utilizadas para a fabricagdo
de produtos téxteis. A atividade antimicrobiana das amostras tratadas e ndo
tratadas com nanoparticulas foi avaliada utilizando o teste de difusdo em agar. A
avaliacdo foi baseada na auséncia ou presenga de crescimento de bactérias ao
redor das amostras testadas. Os resultados do teste da capacidade anti-bacteriana
mostraram que o tecido ndo tratado ndo possui atividade antibacteriana,
mostrando a auséncia de uma zona de inibicdo. Em comparacdo, os tecidos com
TiO, apresentam capacidade antibacteriana limitada, mostrando pequeno
crescimento bacteriano nas amostras. No entanto, no caso dos tecidos com
nanoparticulasTiO, e Ag, ndo houve crescimento bacteriano nas amostras, e
ocorreu uma zona de inibicdo contra as bactérias testadas. Comparando-se as
atividades anti-bacteriana das nanoparticulas TiO, e TiO,/Ag pode-se concluir
que o aumento da capacidade anti-bacteriana TiO,/Ag  estd diretamente

relacionada com a presenga de nanoparticulas Ag *. Este trabalho corrobora com
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0s nossos resultados, pois os pinos intra-radiculares tratados com nanoparticulas
de TiO,/Ag apresentaram uma zona de inibi¢do impedindo o crescimento
bacteriano, entretanto as amostras tratadas apenas com TiO, ndo apresentaram a
zona de inibi¢ao.

A nanotecnologia foi testada em implantes dentarios de titanio através do
revestimento com titanio (TiO,) incorporados com prata (Ag). Os implantes de
TiO, com nanoparticulas de Ag apresentaram capacidade de matar as bactérias
planctonicas suspensas durante os primeiros dias e uma capacidade para impedir a
adesdo bacteriana foi mantida por 30 dias, o que normalmente ¢ o suficiente para
evitar a infecgdo pos-operatoria nas fases iniciais, intermedidrias e talvez tardia ao
redor do implante. Esta estrutura de nanoparticulas de Ag fornece relativamente
em longo prazo a capacidade antibacteriana e boa integragcdo dos tecidos tendo
aplicagdes promissoras®’. Em nosso estudo os pinos intra-radiculares que
receberam o recobrimento com TiO, e Ag (grupo 2 e grupo 7) e somente Ag
(grupo 3 e grupo 8) comprovaram a acao antimicrobiana da Ag.

A fotocatélise heterogénea ¢ um processo oxidativo que tem demonstrado
uma promissora tecnologia para o processo de oxidacdo/degradagdo de
contaminantes organicos. Muitos catalisadores tém sido testados, entre eles o
didxido de titanio (TiO,), que é encontrado em vérias formas cristalinas®. A acéo
bactericida da fotocatdlise heterogénea UV-A/TiO, vem sendo testada em
microrganismos com diferentes fotossensibilidades e alta eficiéncia foi encontrada

26
|

particularmente no mais resistente, o Enterobacter cloacal™ . A desinfec¢ao por

fotocatalise de bactérias patogénicas em agua foi avaliada através da aplicacdo de
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uma irradiacdo de luz visivel sobre uma pelicula de TiO,/Ag. A fotocatalise
mostrou-se um método efetivo para eliminar bactérias como Escherichia coli e
Staphylococus aureus”’. Muita atencio tem sido dada a filmes fotocataliticos pela
sua capacidade de destruir bactérias resistentes tais como Methicillin
Staphylococcus aureus e Escherichia coli?”*®*, que sdo os principais
contribuintes para infecgdes hospitalares™*’. Os filmes finos de TiO, sdo
quimicamente estaveis, possuem alto indice de refracdo, t€ém excelente
transmissdo na regido infra-vermelha e visivel’™', possuem alta eficiéncia
fotocatalitica, resisténcia & corrosio e custo relativamente baixo’. Nessa pesquisa
os pinos intra-radiculares cobertos apenas com nanoparticulas TiO, (grupol e
grupo 6) e irradiado com luz ultravioleta durante 30 minutos ndo apresentaram um
halo de inibicdo, comprovando o crescimento bacteriano no meio. Esses
resultados nos mostram que as propriedades antimicrobianas das nanoparticulas
de TiO, sao efetivas somente com a ativagcdo constante da luz ultravioleta. A
limitagdo do fotocatalisador de TiO, devido a necessidade de irradiagdo, levou a
incorporacdo de Ag na matriz de TiO;, ocorrendo uma melhoria no desempenho
funcional que pode ser explicada por uma carga modelo de separacdo e maior taxa

de producio de pares fotogerados™**

. Por esse motivo os grupos que receberam
tratamento com nanoparticulas de TiO, associado a Ag (grupos 2 e 7)
apresentaram acao antimicrobiana.

Este estudo apenas mostrou a eficacia antimicrobiana da clorexidina. Os

pinos intra-radiculares tratados apenas com clorexidina aquosa 2% por 5 minutos

(grupos 4 e 9) apresentaram um excelente halo de inibi¢do, comprovando a sua
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atividade antimicrobina. A clorexidina ¢ classificada terapeuticamente como uma
substancia antimicrobiana, antisséptico topico e também na categoria de
desinfetante. Em odontologia ela ¢ amplamente utilizada no controle de placa
bacteriana no tratamento das infecgcdes periodontais e como medicagdo
intracanal’. A clorexidina ¢ considerada o agente padrdo-ouro pela sua eficacia

3536 , .
7 Ela é efetiva contra um

clinica no controle quimico de placa bacteriana
grande numero de microrganismos gram-positivos, gram-negativos, leveduras,
anaerdbios facultativos, e aerobios’ 7, tem baixa toxicidade e forte afinidade para o
tecido epitelial € membranas mucosas>, além da substantividade o que reduz os
niveis de microorganismos na saliva em 90% para varios horas®>~®**,

Este estudo comprovou a eficiéncia antimicrobiana das nanoparticulas de
Ag e TiOy/Ag. Essa nanotecnologia aplicada a materiais e instrumentos
odontologicos mostrou eficiente agdo antimicrobiana, mostrando superficies livres
de bactérias. As nanoparticulas TiO, ndo apresentaram ag¢do fotocatalitica,
comprovando assim a necessidade constante da ativacdo da luz ultravioleta para
efetivar a acdo antimicrobiana. E de interesse na area de saude a fabricacdo de
superficies antimicrobianas evitando contaminagdes e infecgcdes. O uso de
nanoparticulas para o desenvolvimento de estruturas antimicrobianas tem sido
amplamente estudados e apresentados resultados satisfatorios em outras areas. A
nanotecnologia aplicada a materiais e instrumentais odontologicos pode resultar

em produtos com agdo antimicrobiana, entretanto mais estudos devem ser

realizados para essa promissora inovagao.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os pinos intra-radiculares sdo muito utilizados na clinica didria, pois eles
sao responsaveis pela retencao e estabilidade adequada das restauragdes em dentes
com grandes destrui¢des e com tratamentos endoddntico.

ApoOs o tratamento endodontico realizado com todos os padroes de
desinfeccdo do canal radicular ¢ imprescindivel que o tratamento restaurador siga
todos os cuidados para ndo ocorrer a recontaminagdo do sistema de canais. Os
pinos intra-radiculares permanecem em intimo contato com o sistema de canais,
sendo assim ¢ necessario a desinfeccdo dos mesmos antes da cimentagdo no
elemento dental.

E de interesse na area de satide a fabricagdo de superficies antimicrobianas
evitando contaminagdes e infec¢des cruzadas. Muitos estudos sdo direcionados
para a desinfeccdo de materiais odontoldgicos, e o desenvolvimento de “produtos
inteligentes”, ou seja, com a¢do autolimpante seria a resolugdo de muitos
insucessos clinicos.

Atualmente a nanotecnologia ¢ utilizada em diversas areas e nos Ultimos
anos vem sendo testada nas areas biomédicas. O uso de nanoparticulas para o
desenvolvimento de estruturas antimicrobianas ¢ muito estudado e tem mostrado
resultados satisfatdrios em outras areas.

As nanoparticulas de prata tém chamado a atengdo por sua atividade
antimicrobiana oferecer a possibilidade de uso com propositos médicos e de
higiene. Estas nanoparticulas de prata em diferentes formula¢des, com diferentes

formas e tamanhos, exibem atividades antimicrobianas.
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O didxido de titanio tem sido amplamente utilizado como fotocatalizador
devido a sua alta eficiéncia fotocatalitica, resisténcia a corrosdo e custo
relativamente baixo. A fotocatalise heterogénea s6 ocorre quando a superficie que
recebeu o recobrimento com nanoparticulas de TiO, permanece ativada
constantemente com a luz ultravioleta, o que ¢ uma limitagdo do uso do
catalisador TiO,. As pesquisas nessa area estdo sendo direcionadas para mudar a
banda de absor¢ao no visivel, para ampliar a sua utilizagao.

Neste estudo os pinos intra-radiculares que receberam o recobrimento com
nanoparticulas de Ag e a associagdo de TiO, com 5% Ag comportaram-se como
superficies descontaminadas e eficiéncia atividade antimicrobiana. Comprovando
assim a atividade antimicrobiana da Ag.

Os pinos intra-radiculares com recobrimento apenas de nanoparticulas de
TiO; ndo desempenharam atividade antimicrobiana, pois essa nanoparticula tem a
necessidade constante da ativacdo da luz ultravioleta para efetivar a agdo
fotocatalitica e se comportar como uma superficie descontaminada.

Apesar do grande numero de trabalhos com nanoparticulas e
nanotecnologia ainda existe uma caréncia dessa tecnologia aplicada a materiais e
instrumentos odontologicos, o que ¢ um campo promissor para obtermos
superficies autolimpantes e bactericidas. Essa nanotecnologia aplicada a materiais
e instrumentos odontoldgicos pode resultar em produtos com agdo antimicrobiana
que podem ajudar os profissionais a combater as infeccdes e contaminagoes,

sendo uma promissora inovagao.
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