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RENESTO, A.B.R. Nanoparticulas de prata associada ao trimetafosfato de sodio e
fluoreto: sintese e avaliacdo do efeito antimicrobiano. 2017. (Trabalho de Conclusdo
de Curso) - Faculdade de Odontologia de Aragatuba, Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba, 2017.

RESUMO

A fim de se desenvolver novos agentes antimicrobianos, muitas pesquisas vém sendo
conduzidas, e dentre estes agentes podemos citar as nanoparticulas de prata (NP-Ag),
devido a sua atividade antimicrobiana e antifingica contra um amplo espectro de
microorganismos. Além disso, o trimetafosfato de sodio (TMP) preserva a integridade e
estabilidade do esmalte e sua associagdo nas propor¢des adequadas com o fluoreto (F)
pode proporcionar um efeito protetor maior em relagdo aos produtos fluoretados
convencionais. Assim, objetivo do presente estudo foi sintetizar um composto contendo
nanoparticulas de prata (NP-Ag), trimetafosfato de sodio (TMP) e fluoreto (F),
caracteriza-lo e avaliar a a¢@o antimicrobiana contra células planctonicas de Candida
albicans e Streptococcus mutans. Para isso, NP-Ag foram sintetizadas através da
reducdo do nitrato de prata contendo 1 (T1) e 10% (T10) em relacdo ao TMP por meio
de uma via quimica na presenga de F e TMP. O composto foi caracterizado utilizando a
microscopia eletronica de varredura (MEV) e difragdao de raios-X (DRX). Foi avaliada
também a quantidade de ions prata no composto através de eletrodo ion-especifico. A
acdo antimicrobiana em células planctonicas foi avaliada através da concentragdo
inibitoria minima (CIM) e concentragdo bactericida ou fungicida minima (CBM/CFM).
As anélises de MEV apresentaram NP-Ag decorando a superficie das particulas de TMP
para os compostos sintetizados e a efetividade das reagdes foi demonstrada pela redugado
de ions prata maior que 90%. Ambos os compostos apresentaram atividade
antimicrobiana contra os microrganismos avaliados, sendo a Candida albicans mais
susceptivel. Para o Streptococcus mutans o valor de CIM e CBM foram 5850 pg/ml e
11700 pg/ml respectivamente para o composto T1, e 1463 ng/ml e 5850 pug/ml para o
composto T10. Para a Candida albicans o valor de CIM e CFM foram 182,8 pg/ml e
2925 ng/ml respectivamente para o composto T1, e 45,7 pg/ml e 731,2 ug/ml para o

composto T10. Assim, os compostos formados por NP-Ag associadas ao TMP e F
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apresentaram potencial para o desenvolvimento de novos produtos de higiene oral.

Palavras-chave: Polifosfatos, Nanoparticulas, Fluoretos, Microbiologia.
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RENESTO, A.B.R. Silver nanoparticles associated with sodium trimetaphosphate
and fluoride: synthesis and evaluation of the antimicrobial effect. 2017. (Trabalho
de Conclusdo de Curso) - Faculdade de Odontologia de Aragatuba, Universidade
Estadual Paulista, Aragatuba, 2017.

ABSTRACT

Several researches have been conducted in order to develop new antimicrobial agents.
Among these agents, silver nanoparticles (Ag-NP) demonstrated antimicrobial and
antifungal activity against a broad spectrum of microorganisms. In addition, sodium
trimetaphosphate (TMP) preserves the integrity and stability of the enamel and its
association in appropriate proportions with fluoride (F) may provide a greater protective
effect over conventional fluoride products. Thus, this study aimed to synthesize a
compound containing silver nanoparticles (Ag-NP), sodium trimetaphosphate (TMP)
and fluoride (F), characterize it and evaluate the antimicrobial action against planktonic
cells of Candida albicans and Streptococcus mutans. For this, Ag-NP were synthesized
by reducing silver nitrate at 1 (T1) or 10% (T10) in relation to TMP by a chemical route
in the presence of F and TMP. The compound was characterized using scanning
electron microscopy (SEM) and X-ray diffraction (XRD). It was also evaluated the
silver ions concentration in the compound through an ion-specific electrode. The
antimicrobial action in planktonic cells was evaluated by minimum inhibitory
concentration (MIC) and minimum bactericidal or fungicidal concentration (MBC /
MFC). SEM analyzes showed Ag-NP decorating the surface of the TMP particles and
the effectiveness of the reaction was demonstrated by the reduction of silver ions greater
than 90%. Both compounds presented antimicrobial activity against the evaluated
microorganisms, however, Candida albicans was more susceptible. For Streptococcus
mutans the MIC and MBC values were 5850 pg / ml and 11700 pg / ml respectively for
compound T1, and 1463 pg / ml and 5850 pg / ml for compound T10. For Candida
albicans the MIC and MFC values were 182.8 ug / ml and 2925 pg / ml respectively for
compound T1, and 45.7 pg / ml and 731.2 pg / ml for compound T10. Thus, compounds
synthesized by Ag-NP in the presence of TMP and F presented potential for the

development of new oral hygiene products.
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1. Introdugao

O desenvolvimento de materiais utilizando a nanotecnologia tem
mostrado novas alternativas para diversas areas tanto em projetos de pesquisa
quanto em aplicagdes clinicas (Monteiro et. al., 2009; Corréa et. al., 2015;
Duran et. al, 2016). Nanoparticulas metdlicas, particularmente as
nanoparticulas de prata (NP-Ag), tem mostrado resultados promissores em
diversas areas da odontologia, como endodontia (Samiei et al., 2013), protese
(Nam et al. 2011), dentistica restauradora (Cheng et al., 2012; das Neves et al.,
2014) e ortodontia (Moreira et al., 2015), a fim de reduzir a colonizagéo
microbiana sobre a superficie dentaria ou em materiais, melhorando a
qualidade da saude bucal.

Entre as bactérias, o Streptococcus mutans, € um dos principais
microrganismos relacionados com a carie dentaria, apresenta alta prevaléncia
nos biofilmes dentais, propriedades acidogénica e acidurica, juntamente com a
capacidade para sintetizar polissacarideos extracelulares, sendo importantes
fatores de viruléncia que contribuem para a colonizacdo da superficie do
esmalte dentario e desenvolvimento de biofilmes patogénicos (Loesche, 1986;
Marsh 1999; Gregoire et al. 2011). Além disso, apesar do desenvolvimento da
carie dentaria estar inicialmente relacionado a formacéao de biofilme cariogénico
por Streptococccus mutans, na progressao de lesdes estabelecidas pode estar
presente Candida albicans (de Carvalho et al, 2006).

Dentre as maneiras de se prevenir a formacao da lesido cariosa tem-se o
controle da formagao de biofilme sobre a superficie dentaria. Neste contexto,
NP-Ag possuem atividade antimicrobiana e antifungica contra um amplo
espectro de microrganismos, sendo considerado atualmente um potencial
agente para propostas terapéuticas (Monteiro et al., 2009; Corréa et al., 2015).
Na forma nanoparticulada, a prata possui uma maior area de superficie por
volume, o0 que a torna potencialmente mais reativa (Panacek et al., 2006),
podendo ser uma alternativa para novos tratamentos antimicrobianos.

O fluoreto (F) é o principal agente utilizado no controle da carie dentaria
(Pessan et al., 2011). Porém, a associacdo deste agente a compostos

contendo calcio e fosfato tem mostrado resultados promissores na prevencao
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da cérie dentéaria (do Amaral et al., 2013; Takeshita et al., 2015; da Camara et
al., 2016). Dentre os sais de fosfato, o trimetafosfato de sédio (TMP) tem se
mostrado eficaz como agente cariostatico, ao serem adicionados a vernizes,
dentifricios e enxaguatdrios bucais levando a uma redugdo significativa da
perda mineral do esmalte (Takeshita et al., 2009, 2015; Danelon et al., 2013,
2014; Manarelli et al., 2015). O TMP é um polifosfato ciclico condensado e, de
acordo com a literatura, preserva a estabilidade e integridade da superficie do
mineral do esmalte (Gonzalez, 1971). Estudos recentes mostram que produtos
com uma propor¢gdo adequada de TMP e F podem proporcionar um efeito
protetor maior que em produtos fluoretados convencionais (Danelon et al.,
2013, 2014; Manarelli et al., 2015; Takeshita et al.,2015).

Diante do exposto e da necessidade de se prevenir a carie, faz-se
necessario o desenvolvimentos de novos compostos. A utilizagdo de um
material contendo um agente antimicrobiano e um composto agindo como uma
fonte de fosfato e fluoreto pode ter um grande impacto sobre a prevengao e
controle da carie dentaria. Neste sentido é interessante a avaliacdo do efeito
antimicrobiano de um composto contendo TMP e F associados a prata na

forma nanoparticulada.

2. Proposigao

1) Sintetizar um composto contendo NP-Ag, F e TMP e caracteriza-lo
através da microscopia eletrénica de varredura (MEV) e difragdo de raios-X
(DRX); avaliar a concentragdo de ions prata (Ag*) no composto através de
eletrodo ion-especifico.

2) Avaliar a atividade antimicrobiana através da concentrag&o inibitéria
minima (CIM) e das concentragdes bactericidas e fungicidas minimas
(MBC/MFC) contra cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 e Candida

albicans ATCC 10231.

3. Materiais e Métodos
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3.1 Sintese do composto e caracterizagao
a. Sintese do composto contendo NP-Ag, F e TMP

O composto contendo NP-Ag associadas ao TMP e F foi sintetizado no
Laboratério Interdisciplinar de Eletroquimica e Ceramica do Departamento de
Quimica da UFSCar, sob a supervisdo do Prof. Dr. Emerson Rodrigues de
Camargo. A sintese foi baseada na metodologia proposta por Miranda et al.,
(2012) com modificagdes. Foram sintetizados dois compostos, em que a
concentracdo de Ag utilizada foi 1% e 10% em relacdo ao peso de TMP,
obtendo-se assim os compostos T1 e T10, respectivamente. Para isso, foram
preparadas suspensdes contendo 10g TMP (Sigma-Aldrich, CAS 7785-84-4,
UK), com 1 ou 10% de prata em relagdo ao TMP, na forma de nitrato de prata
(AgNO3; Merck KGaA, Darmstadt, Hessen, Germany), 0,553g fluoreto de sodio
(NaF, Merck, CAS 7681-49-4, Germany) e 1ml do surfactante (sal de aménia
de acido polimetacrilico, Dolapix®, Polysciences, Inc., Warrington, PA, USA)
em 100 ml de isopropanol. Em seguida borohidreto de sddio (NaBH4, Sigma-
Aldrich) foi adicionado a essa suspensao a fim de promover a redugéo de ions
prata. Assim, a mistura permaneceu sob agitacdo por 10 minutos, ocorrendo
alteracdo de cor, o que evidencia qualitativamente a formacdo de
nanoparticulas de prata. A relagdo molar estequiométrica entre o NaBH4 e a
Ag" foi de 1: 1,26 respectivamente e a relagdo entre TMP e fluoreto foi de 2%
para 500 ppm, respectivamente. Os compostos foram secos em estufa a 70°C
e triturados utilizando almofariz e pistilo de agata. Foi sintetizado também um
composto contendo apenas nanoparticulas de prata como controle (sem TMP e

F) da mesma maneira descrito acima.

b. Caracterizacao

A morfologia e distribuicdo das particulas foram caracterizadas através
da microscopia eletronica de varredura (MEV) em um microscopio Zeiss Supra
35VP com canhdo de emisséo de elétrons por efeito de campo (FEG-MEV),
trabalhando a 10 kV. Também foi realizado, analises de espectroscopia de
raios X por dispersdo em energia (EDX) com mapeamento em 2D. Este

acessorio é essencial no estudo de caracterizacdo microscopica do composto.
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Quando o feixe de elétrons incide sobre o material, os elétrons mais externos
dos atomos constituintes sdo excitados, mudando de niveis energéticos. Ao
retornarem para sua posi¢ao inicial, liberam a energia adquirida, que é emitida
em comprimento de onda no espectro de raios-X. Um detector instalado na
camara de vacuo do MEV mede a energia associada a esses elétrons. Como
os elétrons de um determinado atomo possuem energias distintas, € possivel,
no ponto de incidéncia do feixe, determinar qual elemento quimico esta
presente naquele local e identificar a composi¢gao quimica na area observada.
As imagens em 2D foram construidas pela andlise da energia liberada da
emissao P Ka, Ag La e Ca Ka.

O composto também foi caracterizado qualitativamente por difracdo de raios-X
(DRX) (Difratdmetro Rigaku DMax-2000PC, Rigaku Corporation, Toéquio,
Jap&o) com anodo rotatério e radiagdo CuKa (A = 1,5418 A) para que se
conhecer a estrutura cristalina das mesmas. O difratbmetro de raios-X foi
operado na faixa 26 de 20 a 110 graus, voltagem de 40 KV, corrente de 40mA,
fenda divergente de 1,0mm, fenda de coleta de 0,2mm e acumulacédo para

leitura a cada 0,02 segundo.

3.2 Avaliagio da concentragio de Ag® no composto

A fim de verificar a quantidade de ions prata e estabilidade dos
compostos foi realizada a dosagem de Ag iénica (Ag”) logo apods o processo de
sintese e em dias pré-determinados: 1, 3, 5, 9, 20, 40, 80 e 160 dias. Para isto,
a concentracao de ions prata da amostra foi mensurada utilizando um eletrodo
especifico para o ion combinado 9616 BNWP (Thermo Scientific, Beverly, MA,
USA) acoplado a um analisador de ions (Orion 720 A*, Thermo Scientific,
Beverly, MA, USA) previamente calibrado com cinco padrdes contendo 6,25;
12,5; 25; 50 e 100 pug Ag'/mL. Os dados obtidos em mV foram convertidos em
ug Ag*/mL.

Para o preparo do padrao de prata, AgNO3; (Merck KGaA, Darmstadt,
Hessen, Germany) foi seco em estufa a 70°C overnight e foi preparado um
padrdo contendo 1000 ppm de prata (1,57g de nitrato de Ag/L agua
deionizada), o qual foi armazenado em frasco opaco e estocado em local

escuro. As amostras foram pesadas (0,0234 do composto/mL de agua
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deionizada — propor¢ao inicial utilizada no MIC) e homogeneizadas. Essas
amostras foram armazenadas em frascos opacos e local escuro e a
determinacdo da concentracdo de Ag® realizada nos periodos pré-

determinados.

3.3 Teste de susceptibilidade de células planctonicas de Streptococcus
mutans e Candida albicans
a. Cepas de microrganismos e condi¢Oes de crescimento

Para este estudo foram utilizadas as cepas de referéncia da American Type
Culture Collection (ATCC) Candida albicans (ATCC 10231) e Streptococcus
mutans (ATCC 25175). Culturas destes microrganismos mantidas a -70°C em
glicerina foram semeadas em Agar Sabouraud Dextrose (ASD; Difco, LePont
de Claix, Franca), para a cepa de Candida albicans, e cultivadas por 24 horas a
37°C. Culturas de Streptococcus mutans foram semeadas em Agar Infusdo de
Cérebro e Coragéo (BHI Agar; Difco) e incubadas em 5% de CO; a 37°C por 24
horas. Colbnias de Streptococcus mutans foram inoculadas em 10 mL de BHI
caldo (Difco, LePont de Claix, Franca) e incubadas estaticamente durante a
noite em 5% de CO, a 37°C. Apdés o periodo de incubagado, as células
bacterianas foram recuperadas por centrifugagcao a 8000 rpm por 5 minutos e
os “pellets” de células foram lavados duas vezes com 10 mL de solucao salina

tamponada com fosfato (PBS; pH 7).

b. Determina¢do da concentracdo inibitéria minima (CIM)

A CIM para cada cepa foi determinada usando o método da
microdiluicdo, de acordo com as normas do Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI). Os compostos foram primeiramente diluidos em agua
deionizada em progressao geométrica, de 2 a 1024 vezes. Cada concentragéo
dos compostos obtida previamente foi diluida (1:2,5) nos meios de cultura
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA) e Brain Heart Ifusion (BHI)
caldo, respectivamente para Candida albicans (ATCC 10231) e Streptococcus
mutans (ATCC 25175). Indculos a partir de culturas de 24 horas dos
microrganismos semeados em Agar Sabouraud Dextrose (ASD) para Candida
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albicans e BHI agar para o Streptococcus mutans foram ajustados para uma
turbidez equivalente ao padrdo 0,5 da escala Mc Farland em solucdo salina
(0,85% NaCl). As suspensbes de cada cepa foram diluidas (1:5) em solugao
salina e, posteriormente, diluidas (1:20) em RPMI 1640 para Candida albicans
ou BHI caldo para Streptococcus mutans. Cada suspensdo de microrganismos
(100 pL) foi adicionada aos pogos de placas de microtitulagdo de 96 pogos
(Costar, Tewksbury, EUA) contendo 100 yL de cada concentragéo especifica
dos compostos. Solugbes sem a Ag e sem o TMP e F foram avaliadas como
controles, e digluconato de clorexidina foi utilizado como controle positivo.
Também foi avaliada uma solugdo contendo nanoparticulas de prata sem TMP
e F. Na sequéncia, as placas de microtitulacido foram incubadas a 37°C e as
CIM foram determinadas visualmente como sendo as menores concentragcdes
capazes de inibirem o crescimento dos microrganismos apds 48 horas de
incubacao para a Candida albicans e 24 horas para o Streptococccus mutans
(microaerofilia). O conteudo dos pogos também foram plaqueados a fim de
obter as minimas concentragdes bactericida (CBM) e fungicida (CFM) apds 24h
horas de incubagdo para a Candida albicans e Streptococccus mutans
(microaerofilia). Todos os ensaios foram realizados em triplicata em trés

ocasioes diferentes.

3.4 Analise dos dados

No presente projeto, os dados da DRX foram descritos em funcédo da
presenca de picos especificos que representam os elementos presentes no
composto de acordo com uma base de dados. Os dados do MEV e EDX foram
analisados em funcado da presenga, forma e tamanho dos elementos do
composto. Para os testes microbiolégicos os resultados foram expressos como
a menor concentragao capaz de inibir o crescimento dos microrganismos e
bactericidas e fungicidas. Foram realizados pelo menos trés ensaios

independentes, cada um em triplicata.

4. Resultados

Os compostos obtidos neste estudo foram caracterizados por DRX e

MEV. O padrdo de DRX dos compostos sintetizados pode ser observado na
Trabalto de conclusio de curso %na Eeatn'z zﬁgﬁizo &ne&to
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Figura 1. Os dados mostram os picos de difragdo a 26 = 14,4°, 17,3°, 23,4°,
26,1° e 29,2° e a correspondente forma cristalografica (PDF Ne 72-1628) do sal
de trimetafosfato de sodio. O padrao DRX das nanoparticulas de prata &
mostrado na Figura 2. Os dados mostram picos de difracdo a 26 = 38,2 °, 44 4
° e 64,6 °, que podem ser indexados em (111), (200), (220) e planos de prata
pura com sistema cubico centrado na face (PDF Ne 04-0783).

As analises de MEV apresentaram NP-Ag esféricas com tamanho médio
de 30 nm decorando a superficie das microparticulas de TMP para os
compostos sintetizados (Figura 3). Para a amostra contendo 10% de prata nas
imagens de MEV foi possivel observar com mais detalhes a formacdo de
nanoparticulas de prata ancoradas na superficie de TMP em relacdo as
amostras contendo 1% de prata. A distribuicdo de nanoparticulas de prata
compostos foi analisada por MEV com analise por dispersao de energia (MEV-
EDX).

A Figura 4 apresenta o mapeamento em 2D em que observa-se as
nanoparticulas de prata representada por tons de vermelho dispersas no
material com tamanho micrométrico (tons de cinza). As imagens 2D sao
construidas analisando a energia liberada da emissédo O Ka, P Ka e Ag Ka,
indicando a distribuicdo desses elementos na area demarcada na micrografia.
Foi possivel observar que as amostras mostram distribuicdo uniforme de
nanoparticulas de prata no composto. Podem ser observados também os
elementos oxigénio e fosforo, os quais sdo constituintes do TMP.

Na tabela 1 observa-se a CIM e CBM/CFM para as cepas de
Streptococcus mutans e Candida albicans para os compostos avaliados neste
estudo. Ambos os microrganismos foram susceptiveis aos compostos T1 e
T10, entretanto a cepa de Candida albicans apresentou maior susceptibilidade
para ambos os compostos testados (T1 e T10) e também para as NP-Ag.
Apenas o Streptococcus mutans apresentou-se susceptivel ao F, no entanto as
concentragbes avaliadas no presente estudo nao foram bactericidas. O TMP e
os demais reagentes utilizados na reagcdo ndo apresentaram efeito
antimicrobiano nas concentragdes testadas.

Nas figuras 5 e 6 podemos observar as concentragdes de TMP, F e Ag

presentes nos compostos sintetizados na CIM e CFM/CBM obtida para as
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cepas de Candida albicans e Streptococcus mutans (ndo foram consideradas
as concentracgdes do agente redutor e estabilizante no grafico).

Na figura 5 observa-se que a Candida albicans foi susceptivel tanto ao
composto T1 quanto ao T10 e que uma menor concentragdo de prata foi
necessaria para promover efeito antimicrobiano comparado ao composto
contendo apenas NP-Ag, especialmente quando se observa a CFM. Para o
Streptococcus mutans resultados semelhantes foram observados (Figura 6).

Na figura 7 observa-se a concentracdo de Ag” nos compostos T1 e T10
apo6s a sintese e ao longo dos dias. Ocorreu redugao dos ions prata durante o
processo de sintese de 92,4% para o T1 e 97,3% para o T10 (dia 1) e ndo
houve alteragbes na concentragdo i6nica de prata ao longo do tempo nos
compostos, 0s quais apresentaram mais de 90% da prata reduzida ao longo

dos dias.

5. Discussao

Os inumeros beneficios e aplicabilidades da nanotecnologia atualmente
faz com que essa area desperte o interesse dos pesquisadores para melhorar
a utilizacado de diversos materiais. Estudos avaliando as propriedades das NP-
Ag como antimicrobianos e sua incorporagdo em novos compdsitos tem
aumentado ao longo dos ultimos anos (Monteiro et al., 2009; Ge et al., 2014;
Corréa et al.,, 2015). As NP-Ag vem sendo cada vez mais exploradas
principalmente devido a sua capacidade antimicrobiana sobre um amplo
espectro de microrganismos (Monteiro et al., 2009, Rizzello e Pompa, 2014).
Assim, possiveis associacdes com outros materiais pode proporcionar um
efeito benéfico e sinérgico. A associagcdo com polifosfatos, por exemplo,
poderia proporcionar efeito antimicrobiano e atuar na mineralizacdo com
aplicabilidades médico-odontolégicas importantes.

Neste estudo a sintese de NP-Ag ocorreu na presenca de TMP e F,
compostos que associados em uma propor¢ao adequada proporcionam um
efeito protetor maior comparado a produtos fluoretados convencionais nos
processos de desmineralizacdo e remineralizagdo do esmalte dental (Danelon
et al., 2013, 2014; Manarelli et al., 2015; Takeshita et al.,2015). Ha varias vias

quimicas para obtengdo de NP-Ag, que incluem processos quimicos,
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eletroquimicos, radiativos, fotoquimicos e bioldgicos (Yin et al., 2003; Zhu et al.,
2001; Soliman et al., 2014; Zaarour et al., 2014; Prasad et al., 2014). De
modo geral, estes processos envolvem a redugao de ions prata através de um
agente redutor na presenca de um estabilizante coloidal e, dependendo do
processo de sintese, 0 mecanismo de nucleagédo pode ter vias completamente
diferentes, resultando em nanoparticulas com forma e tamanho especificos.

Os nanocompostos sintetizados neste estudo foram preparados usando
NaBH; como agente redutor de ions prata, sal de amdnia de acido
polimetacrilico como agente estabilizante, nitrato de prata na concentragéo 1 e
10% em relagdo ao TMP e isopropanol como solvente. Assim, as NP-Ag foram
geradas em uma dispersao de particulas de TMP e F obtendo-se um composto
contendo o fosfato com a superficie decorada pelas NP-Ag. Foi possivel
observar com maior facilidade as NP-Ag decorando a superficie do TMP
quando 10% de prata foram utilizados (Figura 3b) quando comparadas com a
concentracédo de 1% de prata (Figura 3a) em relagdo ao TMP. Quando foi
realizado o mapeamento em 2D através do EDX, observamos a presenga de
prata (vermelho) em ambos os compostos com 1 e 10% decorando a superficie
do TMP (Figura 4).

Ambas as cepas avaliadas neste estudo foram susceptiveis aos
compostos sintetizados, no entanto a Candida albicans foi mais susceptivel. Os
valores CIM e CFM para a Candida albicans foram de 182,8 ug/ml e 2925
pg/ml respectivamente para o composto T1, e 45,7 ug/ml e 731,2 yg/ml para o
composto T10, ja para o Streptococcus mutans os valores de CIM e CBM
foram 5850 pg/ml e 11700 pg/ml respectivamente para o composto T1, e 1463
pg/ml e 5850 ug/ml para o composto T10.

O mecanismo antimicrobiano das NP-Ag ainda € discutido, no entanto as
propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas como, por exemplo, a sua
maior reatividade superficial pode influenciar positivamente no seu efeito contra
microrganismos (Rizello e Pompa, 2014). Também, é relatado na literatura que
as NP-Ag podem ancorar-se na membrana celular e penetrar na parede celular
bacteriana, promovendo alteracbes estruturais e aumentando a
permeabilidade, levando a morte celular (Morones et al., 2005; Rizzello e

Pompa, 2014); possiveis interagdes com grupamentos tiol de enzimas vitais e
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bases contendo fésforo, inibindo, assim, funcdes celulares, como a replicagao
de DNA e diviséo celular (Ge et al., 2014). Além disso, € discutido na literatura
sobre o efeito dos ions Ag* no mecanismo de agéo antimicrobiano das NP-Ag.
Lok et al. 2014 descreveram as NP-Ag como um sistema fisico-quimico de
transporte de ions, ou seja, as NP-Ag funcionariam como um reservatorio de
ions facilitando a sua a¢ao na célula microbiana. Os dados obtidos a partir da
dosagem de ions prata mostraram que além de uma redugéo de mais de 90%
dos ions, houve uma estabilidade das NP-Ag ao longo do tempo.

Assim, pode-se dizer que o efeito antimicrobiano contra Candida
albicans e Streptococcus mutans esta relacionado as NP-Ag. A maior
susceptibilidade de células plancténicas de Candida albicans em comparacéao
as de Streptococcus mutans pode estar relacionada a diferenga estrutural nas
respectivas membranas celulares (Malanovic et al., 2016). Os fungos sao
microrganismos eucariotas e a membrana € estruturalmente diferente das
células bacterianas, embora ambos apresentem como principais componentes
os fosfolipidios, que podem ser atacados pela nanoparticulas de prata (Lara et
al., 2015). De acordo com Lara et al., 2015, o efeito das NP-Ag nas células
fungicas esta associado a uma mudanga no potencial da membrana, formagéo
de poros e perda de componentes intracelulares, produzindo apoptose celular.
Outro fator que pode contribuir para explicar os resultados observados se
refere a carga externa das membranas celulares destes microrganismos e das
NP-Ag sintetizadas.

Estudos na literatura mostram que as NP-Ag reduzidas através do
NaBH, apresentam uma carga negativa (Solomon et al., 2007; Tolaymat et al.,
2010) e a membrana celular das bactérias também sao carregadas
negativamente em vista de fosfolipidios anidnicos, o que poderia causar uma
repulsao e consequentemente dificultar o efeito microbiano sobre as células de
Streptococcus mutans, enquanto que a carga em membranas de fungos é
neutra, o que poderia facilitar a agdo das NP-Ag (Malanovic et al., 2016). Os
compostos T1 e T10 apresentaram efeito antimicrobiano, demonstrando que a
associagao de NP-Ag, TMP e F nao prejudicou o efeito das NP-Ag. Além disso,
o efeito antimicrobiano foi atingindo com uma concentragdo menor de NP-Ag

para os dois compostos avaliados comparados a solugao contendo apenas NP-
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Ag (Figuras 5 e 6), o que permite o uso de uma menor quantidade de NP-Ag
reduzindo a possibilidade de citotoxicidade.

Este resultado pode estar relacionado com as propriedades dos
polifosfatos, como a adsorgdo em proteinas através de sitios de ligagdo amino
e hidroxila (Li e Chang, 2008; Leone et al., 2008), o que poderia aumentar a
disponibilidade de prata e melhorar o efeito antimicrobiano desses compostos.

O fluoreto apresentou efeito inibitério apenas sobre o crescimento do
Streptococcus mutans quando uma concentragdo de 125 pg F/ml estava
presente, mas nao bactericida mesmo na maior concentragdo avaliada (1000
Mg F/ml), sendo desta forma o efeito bactericida e fungicida dos compostos
atribuidos a acao das NP-Ag, ja que o TMP e nenhum outro reagente utilizado
na reacao apresentou efeito antimicrobiano nas concentracdes avaliadas. Xu et
al.,, 2015 e Dong et al., 2012 avaliaram o efeito antimicrobiano do F contra
cepas de Streptococcus mutans e observaram efeito bactericida apenas
quando concentragdes de 4690 ug F/ml e 2500 ug F/ml, respectivamente,

foram testadas.

6. Conclusao

Assim, neste estudo verificou-se um potencial para o desenvolvimento
de novos nanocompostos formados por NP-Ag associadas a polifosfatos como
o TMP e ao fluoreto. Foi observada eficacia antimicrobiana dos compostos
sintetizados para ambos os microrganismos avaliados na forma plancténica,
sendo que a Candida albicans apresentou maior susceptibilidade. Além disso,
os resultados sugerem que o fosfato facilita a acdo da NP-Ag, permitindo o uso
de uma menor quantidade de NP-Ag. Mais estudos avaliando estes compostos
em biofilmes, testes de citotoxicidade, além de estudos avaliando os processos
de desmineralizacdo e remineralizagdo do esmalte sdo necessarios para o

desenvolvimento de novos produtos de higiene oral.
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Figura 1. Padroes de DRX do trimetafosfato de sddio comercial e

dos compostos sintetizados.
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Figura 3. Imagens de MEV a: composto T1 b: composto T10
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Figura 4. Analise da distribuicdo de nanoparticulas de prata através do mapeamento

2D da emissédo de elementos O Ka, P Ka, Ag La dos compostos T1 e T10
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Figura 5. Concentracdes de TMP, F e Ag presentes na minima concentragéo inibitoria (a) e

minima concentragao fungicida (b) apresentada pelos compostos contra cepas de Candida
albicans
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Figura 6. Concentracdes de TMP, F e Ag presentes na minima concentragao inibitéria (a) e

minima concentragdo bactericida (b) apresentada pelos compostos contra cepas de

Streptococcus mutans.
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Figura 7. Analise da concentragdo de prata iénica (Ag*) nos compostos T1 e T10

ao longo dos dias.
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Tabela 1. Concentragio inibitéria minima (CIM) e bactericida/fungicida (CBM/CFM)

obtida de acordo com os compostos avaliados

S. mutans C. albicans
Grupos
CIM (ug/mL) CBM (ug/mL) CIM (ug/mL) CFM (ug/mL)
T1 5850 11700 182,81 2925
T10 1463 5850 45,70 731,25
NP-Ag 250 1000 7,81 500
F 125 >1000 >1000 >1000
TMP >100000 >100000 >100000 >100000
CLO 0,93 3,82 3,75 15,00
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