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Lucatto BC. Sintese, caracterizacdo e efeito microbiolégico de nanoparticulas de
silica revestidas por prata quando associadas a resina acrilica quimicamente
ativada, reembasador macio e ao glaze [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista, Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2017.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi sintetizar e caracterizar nanoparticulas de silica
recobertas por prata, e avaliar a influéncia quando incorporadas a resina acrilica
quimicamente ativada, ao reembasador macio, e a um glaze, em suas
caracteristicas microbiologicas, microestruturais e mecanicas. Foi confeccionada,
pelo método de hidrélise e condensacdo controlada (método de Stober), uma
solucéo contendo nanoparticulas de silica revestidas por nanoparticulas de prata em
duas proporg¢des, 10 milimols e 30 milimols, onde as mesmas foram caracterizadas.
As nanoparticulas de silica incorporadas com a prata foram analisadas por energia
dispersiva de raios-X integrado (EDS), microscopia eletronica de varredura (MEV), e
espalhamento de Iluz dindmico (DLS). Para analise microbiolégica foram
confeccionadas 10 amostras cilindricas (2mmx10mm), em resina acrilica
guimicamente ativada onde as particulas foram incorporadas em duas
concentracoes: 2.5% e 5% com as duas molaridades diferentes 10 mM e 30 mM.
Em outra situacdo foram confeccionadas 10 amostras cilindricas (2mmx10mm) de
reembasador macio, com concentragdes de 2,5% e 5% com as duas molaridades
diferentes 10 mM e 30 mM, no terceiro caso as particulas foram acrescentadas a um
glaze nas duas concentracées e molaridades e aplicada sob uma amostra de
reembasador macio SoftConfort (Dencril) a base de resina acrilica. Uma suspenséao
de Candida albicans e Estreptococos mutans foi utilizada para analise de
concentracdo inibitéria minima. Amostras retangulares em resina acrilica (n=6) de
30x10x3mm, foram confeccionadas para realizacao do teste de resisténcia a flexao
de trés pontos de ensaios mecanicos EMIC (Modelo DL-1000, EMIC Equipamentos
e Sistemas LTDA., Sdo José dos Pinhais - PR — Brasil), com velocidade de
Imm/min. Amostras sem a presenc¢a de nanoparticulas foram confeccionadas como
grupo controle. A silica inicialmente apresentava-se como um po6 de coloracéo
branca e fina, ap6s a sua caracterizacdo com as particulas de Nitrato de Prata,
houve alteracédo da coloracdo para um tom amarelado, aumento da sua densidade e
do tamanho de suas nanoparticulas. Os resultados de acdo antimicrobiana foram
positivos para as amostras de reembasador macio e glaze com 5% e 30 mMol de
nanoparticulas, j& no ensaio mecénico ndo houve diferenca significante
estatisticamente entre 0s grupos.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata. Resinas acrilicas. Antifungico.
Antimicrobiano.



Lucatto BC. Synthesis, characterization and microbiological effect of silver-coated
silica nanoparticles when associated with chemically activated acrylic resin, soft
reliner and glaze [dissertation]. S&o José dos Campos (SP): S&o Paulo State
University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2017.

ABSTRACT

The aim of this work was to synthesize and characterize silver - coated silica
nanoparticles, and to evaluate the influence when incorporated into chemically
activated acrylic resin, soft reliner, and glaze, in their microbiological, microstructural
and mechanical characteristics. A solution containing silica nanoparticles coated by
silver nanoparticles in two proportions, 10 millimols and 30 millimols, where they
were characterized, was prepared by the hydrolysis and controlled condensation
method (Stober method). Silica nanoparticles incorporated with silver were analyzed
by integrated X-ray dispersive energy (EDS), scanning electron microscopy (SEM),
and dynamic light scattering (DLS).For the microbiological analysis, 10 cylindrical
samples (2mmx10mm) were made in chemically activated acrylic resin where the
particles were incorporated in two concentrations: 2.5% and 5% with two different
molarities of 10 mM and 30 mM. In another situation, 10 cylindrical samples
(2mmx10mm) of soft reliner were made, with concentrations of 2.5% and 5% with the
two different molarities 10 mM and 30 mM, in the third case the particles were added
to a glaze in the two concentrations and molarities and applied under a sample of
soft reliner Soft Confort (Dencril). A suspension of Candida albicans and
Streptococcus mutans was used for analysis of minimal inhibitory concentration. The
samples were made in acrylic resin (n = 6) of 30x10x3mm and were made to perform
the three-point flexural strength test of EMIC (Model DL-1000, EMIC Equipamentos e
Sistemas Ltda., Sdo José dos Pinhais - PR - Brazil), with a speed of 1mm / min.
Samples without the presence of nanoparticles were made as a control group. The
silica initially presented as a fine white powder after its characterization with the
Silver Nitrate particles, there was a change of coloration to a yellowish tone, increase
of its density and the size of its nanoparticles. The results of antimicrobial action were
positive for the soft reliner and glaze samples with 5% and 30 mMol of nanoparticles,
whereas in the mechanical assay there was no statistically significant difference
between the groups.

Keywords: Silver nanoparticles.Acrylic resins. Antifungal. Antimicrobial.



1 INTRODUCAO

As pesquisas e 0 progresso tecnoldgico fizeram com que a resina a base de
polimetilmetacrilato (PMMA), também conhecida como resina acrilica surgisse, entre
os anos de 1937 e 1940, como uma excelente alternativa ndo somente para
confeccdo de proteses odontoldgicas, mas também para uso em outras areas
(Peyton et al., 1975). A sua larga aplicabilidade ao longo de anos deve-se a
caracteristicas como: biocompatibilidade, auséncia de sabor e odor, propriedades
térmicas satisfatorias, estabilidade dimensional, boa capacidade de polimento,
aparéncia agradavel e simplicidade técnica. Com a evolucdo, as resinas acrilicas
tornaram-se mais faceis tecnicamente de se trabalhar, tiveram suas propriedades
fisicas e mecéanicas melhoradas e ainda se compatibilizaram biologicamente
(Anusavice, 2005; Craig, 2004).

As resinas acrilicas a base de polimetilmetacrilato (PMMA) sdo produzidas
sinteticamente e a sua quimica baseia-se no carbono, hidrogénio e em outros
elementos ndo metélicos. Apdés serem manipuladas e polimerizadas, podem
apresentar caracteristicas fibrosas, borrachéides, resinosas e rigidas, que séao
determinadas pela sua morfologia molecular (Callister et al., 2000).

As proteses totais mucosuportadas sempre foram amplamente utilizadas no
meio odontoldgico, ao restaurarem a funcdo dental, a aparéncia facial, e por manter
a saude geral do individuo. Uma protese instalada em ambiente oral propicia
alteracbes a microbiota bucal, jA& que, conforme relatado anteriormente, s&o
compostas por polimetiimetacrilato (PMMA), material que pode apresentar certa
porosidade, o que pode promover o acumulo de microrganismos, e formacdo de
biofilme agregado a mucosa adjacente a protese. Além do maior acumulo de
biofilme, a manutencdo do ambiente bucal é prejudicada devido a falta de limpeza
mecanica de areas internas a prétese proporcionada na area externa pela lingua e
pela saliva, o que torna o individuo ainda mais suscetivel ao desenvolvimento de
estomatite protética. A infeccéo tecidual ainda pode ser agravada pela presenca de
fatores locais como a falta de higiene do paciente, trauma local e perda da
integridade tecidual, ou por situagbes sistémicas como a diabetes mellitus,

xerostomia e desnutricdo (Acosta-Torres et al., 2012).
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Segundo dados da literatura, cerca de 50 a 70% dos pacientes usuarios de
préotese total apresentam estomatite causada por Candida albicans (Daniluk et al.,
2006; Budtz-Jorgensen et al., 1996; Lotfi-Kamran et al., 2009). Apesar de ser um
microrganismo comum ao ambiente bucal, a Candida albicans pode comportar-se
como um patégeno oportunista colonizando o material acrilico, o que pode ocasionar
a infeccdo. Alguns estudos tém mostrado que a aderéncia de Candida ssp na
superficie do polimetiimetacrilato (PMMA) é associada a hidrofobicidade
apresentada tanto pelos microrganismos como pelas unidades monoméricas
expostas na superficie, que interagem com os dominios hidrofobicos de proteinas o
que gera fortes interacbes desta natureza (Park et al.,, 2003; Nikawa et al.,
1992,1992).

Além da presenca da Candida ssp, outro patégeno em potencial é o
Streptococcus. Ao avaliar o biofilme presente nas proteses dentarias grandes
contagens e propor¢cdes de Streptococcus mitis, Streptococcus oralis e S. mutans
podem ser encontradas. Diante disto, o estudo de produtos e mecanismos de acéo
antimicrobiana para materiais poliméricos torna- se importante para inibir a adesao
bacteriana e fungica.

Nanoparticulas de prata tem sido amplamente utilizada na biomedicina como
agente antimicrobiano, além de ser biocompativel e muito eficaz contra bactérias,
virus e outros microrganismos eucariotas em concentracfes muito baixas. Na
medicina, estudos sugerem que as nanoparticulas de prata tém um potente efeito
anti-inflamatorio e aceleram a cicatrizacao de feridas (Nadworny et al., 2008; Tian et
al., 2007), principalmente no tratamento de queimaduras, onde a sulfadiazina de
prata € utilizada como padrédo ouro. Ainda ndo é conhecido o mecanismo de acéo
correto da prata sobre os microrganismos, mas € certo que a prata em meio aquoso
€ biologicamente reativa e age sobre as bactérias, tendo efeito bactericida e
bacteriostatico (Kiriyama et al., 2013).

Devido a esta propriedade, ions de prata e nanoparticulas de prata foram
introduzidos e estdo sendo utilizados nos materiais dentarios (Blirgers et al., 2009;
Yang et al., 2014). No entanto, quando incorporadas diretamente ao material
odontologico, como em resinas acrilicas, ocorre um inconveniente estético, devido a
sua coloracdo escura e dificuldade em sua estabilizagdo (Holtz et al.,, 2012)

(Sacourague, 2015). As particulas de prata também tendem a se aglomerar, 0 que
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influéncia negativamente o seu efeito antimicrobiano, reduzindo a area de contato da
superficie (Shameli et al., 2011).

A adicdo de nanoparticulas de prata em resina acrilica para base de
proteses totais, em concentracbes de 0.05%, 0.5%, e 5%, apresentou bons
resultados, indicando ndo haver perda em suas propriedades mecéanicas. Além
disso, sugere-se que particulas em menores concentracbes geram uma melhor
dispersdo destas no interior da massa de resina, além de apresentarem-se na
superficie do polimero (Monteiro et al., 2012).

Também foi avaliada a adicdo de nanoparticulas de prata em resinas
acrilicas quimicamente ativadas (RAAT) e compdsitos a base de metacrilatos e
siloranos (Kiriyama et al., 2013; Kasraei, Azarsina, 2012). A pulverizacdo de um
composto inorganico a base de prata em 3 concentracdes (0,5%, 1,0% e 1,5%)
sobre o polimetilmetacrilato mostrou-se eficaz frente ao S. mutans, S. oralis, S.
gorgonii, A. naeslundii e C. albicans. A reducdo do numero de células bacterianas e
fungicas parecem estar diretamente ligadas com a quantidade de ions/particulas de
prata dispersas em meio aquoso. (Kiriyama et al., 2013)

Particulas de silica revestidas por prata foram avaliadas em suas
propriedades mecanicas quando adicionadas a reembasadores de proteses e
resinas acrilicas, ndo alterando negativamente as mesmas em baixas
concentragdes, porém as mesmas concentragées mostraram- se nao eficazes contra
a formacgéao de biofilme de C. albicans. (Sacorague et al., 2015)

Desta forma, face aos escassos trabalhos que relacionam a acdo das
particulas de prata quando associadas a resinas acrilicas, reembasadores e glaze
sobre microrganismos € que entendesse estudar as variaveis que possam

determinar indicativos para melhores resultados em suas aplicabilidades.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Resina acrilica- polimetilmetacrilato

O aumento continuo do nimero de pacientes idosos desdentados, totais ou
parciais, permite estimar que todas as modalidades de proétese, principalmente as
proteses totais, terdo sua demanda consideravelmente aumentada nas proximas
décadas (Douglas et al., 2002). O material de escolha comumente utilizado para a
confeccdo de bases de proteses removiveis, totais ou parciais, € o0
polimetilmetacrilato (PMMA) termicamente ativado. Isso se deve ao seu baixo custo,
facilidade de manipulacdo e praticidade quanto ao método de processamento
(Boone et al., 1983).

A resina acrilica utilizada rotineiramente em odontologia € um polimero a
base de polimetilmetacrilato (PMMA), apresentada em forma de pé e liquido. O pé
contém esferas pré polimerizadas de PMMA e uma pequena quantidade de peroxido
de benzoila, que atua como iniciador do processo de polimerizacao; o liquido é
constituido por metacrilato de metila ndo polimerizada e hidroquinona, que atua
inibindo a reacao, prevenindo a polimerizacao do liquido durante o armazenamento.
A reacdo de polimerizacdo inicia-se a partir de um radical livre, normalmente o
peréxido de benzoila, que quando aquecido entre 50° C e 100° C quebra- se e da
origem a dois radicais livres que possuem em sua estrutura um elétron livre ndo
emparelhado. Para as resinas de ativacdo quimica, uma amina terciaria €
adicionada ao liquido que serve como ativador da reacdo de polimerizacdo. Quando
este radical livre se aproxima de uma molécula de metacrilato, acaba por atrair o
elétron de uma dupla ligacdo existente entre carbono e oxigénio, tornando uma
ligagcdo simples e deixando livre outro elétron que continuara o crescimento da
cadeia. E usual a adicdo de agentes de ligagdo cruzada, como o glicol dimetacrilato
de metila, com intuito de aumentar a resisténcia a deformacdo. A reacdo de
polimerizacdo pode ser desencadeada apos a manipulacdo do material por ativacéo
térmica - RAAT (calor seco, vapor, ou energia de micro-ondas), ativacdo quimica-
RAAQ, ou luz visivel (Anusavice, 2005; Paes-Junior et al., 2014).



A resina acrilica é utilizada desde sua introdugdo no mercado odontoldgico
em 1937, pelo dentista Walter Wright, para confeccdo de proteses dentais totais e
parciais, fixas unitarias e mdltiplas provisorias, proteses oculares, dentre outros
(John et al.,2001). Esta popularidade se consolidou devido a resina ser um material
transparente e rigido, passivel de pigmentacédo, com propriedades mecéanicas, como
dureza, solubilidade, biocompatibilidade e resisténcia a fratura, extremamente
satisfatoria, estaveis em ambiente bucal (Paes Junior et al., 1999; Anusavice, 2005).

Para a confeccdo de proteses totais mucossuportadas utilizamos a resina
acrilica ativada termicamente, pois esta apresenta propriedades biomecéanicas e
Opticas superiores as resinas de ativacdo quimica. Segundo Winkler (1984) ao
comparar as resinas polimerizadas por ativacdo quimica (RAAQ) com aquelas
polimerizadas por ativacdo térmica (RAAT) destaca-se uma perceptivel diminuicédo
da resisténcia a flexdo nas RAAQ em relacdo as RAAT. A principal diferenca entre
estas € o método de polimerizacao e o fato das RAAQ necessitarem de um ativador
(amina terciaria) para desencadear o processo de polimerizacdo a temperatura
ambiente, o que acaba por ter uma menor conversdao do monémero em polimero,
além de promover a oxidacdo da resina polimerizada a longo prazo, causando uma
alteracdo na sua coloragédo. Bonnati et al. (2006) avaliou o efeito da polimerizacdo
na estabilidade de cor de resina para base de prétese. Segundo os autores, a
mudanca de cor pode ser causada por diversos fatores, como o grau de converséao e
o monbémero residual, assim como por excesso de porosidade por pressao
insuficiente durante a prensagem. A presenca de monOmero residual esta
relacionada também com a porosidade, conforme levantado por Kimpara et al.
(2009). Neste estudo foi avaliado o efeito de diferentes ciclos de polimerizacdo nas
propriedades da resina ativada termicamente, através da presenca de porosidade e
da variagdo da quantidade de mondmero superficial. As amostras de resina acrilica
foram submetidas a 4 ciclos diferentes, onde os espécimes submetidos a um ciclo
mais curto (72 °C por 9h) apresentaram grande porosidade e uma quantidade de
mondmero superficial superior aos ciclos onde a temperatura foi elevada no final.
Em outro estudo Paes-Junior et al. (1999) estudaram em resinas ativadas
termicamente a presenca de porosidades em corpos de prova processados de modo
convencional e por energia de micro-ondas. As resinas utilizadas foram: de ativacao

térmica e uma resina para micro-ondas. Foram confeccionados cubos de 8cm? e foi
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realizada a polimerizacdo das mesmas observando-se variaveis, como por exemplo,
a fase em que o material se encontrava no ato da prensagem e tempo de espera,
anteriormente ao inicio do ciclo de polimerizacdo. Foi comprovado nos resultados
gue o ciclo convencional em banho de agua quente, em corpos de prova prensados
na fase plastica e borrachdide, com periodo de descanso de 24 horas
apresentavam-se isentos de porosidades, jA os corpos de prova polimerizados em
micro-ondas para o ciclo estabelecido pelo fabricante mostraram porosidades
independentemente da fase de prensagem da resina. O ciclo de polimerizacédo da
resina também influencia diretamente a quantidade de mondmero residual e
consequentemente a resisténcia a flexao (Paes-Junior et al., 2006). O autor avaliou
a resisténcia a flexdo e quantificou o monémero residual superficial de diversas
resinas, variando os protocolos de polimerizacdo. Foram utilizados dois tipos de
resina de ativacdo por energia de micro-ondas, dois de resinas de ativagdo térmica
convencional em banho de agua aquecida no ciclo longo, uma resina de ativacao
térmica em ciclo rapido, e dois grupos cuja resina era a mesma de ativacao quimica,
processada em duas condi¢cdes diferentes: a temperatura ambiente e, por
aquecimento adicional em banho de &gua. Foi elucidado que as resinas
quimicamente ativadas e as que foram submetidas ao banho térmico curto
apresentaram o0s piores valores de resisténcia a flexdo, assim como os maiores
valores de monémero residual. O aquecimento adicional em banho de agua da
resina de ativacdo quimica gerou uma diminuicdo consideravel dos niveis de
mondmero residual e determinou o0 aumento da resisténcia a flexdo do material.

Entretanto, as resinas acrilicas quimicamente ativadas também possuem
vantagens, como melhor adaptacdo. Isto se deve ao fato da mesma néo sofrer o
stress promovido durante o ciclo de polimerizacdo em agua aquecida. Takamata e
Setcos, (1989) estudaram a estabilidade dimensional de algumas resinas quanto ao
tipo de polimerizacdo e método de prensagem, buscando aquele onde houvesse
uma menor distor¢do durante o processamento, concluindo que mesmo com novos
materiais no mercado e técnicas, o melhor modo de processamento e prensagem
ainda era o convencional com a presenca de calor.

Apesar de ndo ser uma boa op¢cdo como um material restaurador direto,
devido suas propriedades fisico-quimicas desfavoraveis para este fim, como elevado

grau de contracdo de polimerizagdo, alto coeficiente de expansdo térmica e
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propriedades Opticas desfavoraveis, apresentando manchamentos, a resina acrilica
quimicamente ativada € um material muito versétil, tendo uma utilizacdo bem variada
dentro da odontologia (Anusavise, 2013). Os maiores problemas existentes com o
uso das resinas acrilicas estdo relacionados a instabilidade dimensional devido a
contracdo de polimerizacdo que acaba por influenciar a adaptacdo marginal das
proteses provisorias. As outras desvantagens sdo baixa resisténcia ao desgaste, a
abraséo, ao impacto e a alteracao de cor (Badra et al., 2005; Assuncao et al., 2006;
Silva Filho et al., 2006). Outro fator importante que também pode alterar as resinas
acrilicas € o meio bucal, com as mudancas de pH que ocorrem com frequéncia
devido a alimentacdo e consumo de bebidas &cidas. Essa alteracdo do meio bucal
pode provocar uma degradacdo quimica nas cadeias da resina alterando as
propriedades mecanicas/fisicas dos polimeros (Sarrett et al., 2000; Prakki et al.,
2005; Reis, 2005).

Dentro das reabilitacdes orais o uso da resina acrilica para confeccao de
coroas provisorias é muito frequente. As resinas acrilicas sdo muito utilizadas na
confeccdo de restauracdes provisoérias, as quais tém por objetivo devolver funcéo,
conforto e estética ao dente preparado. Além de serem empregadas para o0
diagndstico e correcao de planos oclusais irregulares, restabelecimento da dimenséao
vertical, ou planejamento de modificacdo do contorno gengival, sdo também
indispensaveis para o planejamento da forma, tamanho e cor da restauracao final.
Em reabilitacdes orais, as restauracdes provisorias fazem parte de uma etapa muito
importante do tratamento e devem manter sua integridade durante toda a fase
provisOria, que normalmente possui curta duracdo (Diaz-Arnold et al., 1999;
Haselton et al., 2004).

Esta prétese provisdria deve ser pratica e rapida de ser executada, uma vez
que O paciente se encontra em uma situacdo pos-operatéria com estética e
mastigacao prejudicada, deve garantir uma funcdo adequada e preparar os tecidos
moles circunjacentes, acomodando o tecido gengival de modo que propicie um
correto perfil de emergéncia. O perfil de emergéncia é o contorno axial que se
estende desde a base do sulco gengival até a gengiva marginal livre. Este perfil de
emergéncia ir4 ajudar, entre outras, a manter a saude, harmonia e a estética da

restauracdo (Croll, 1989). Portanto, materiais que garantam um bom acabamento,
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com uma lisura superficial, para evitar o acumulo de placa bacteriana, a fim de

preservar um bom perfil de emergéncia e correta higienizag&o, sao essenciais.

2.2 Materiais Reembasadores

Apesar de possuir vantagens como boa reprodutibilidade, adaptacdo aos
tecidos moles e estabilidade dimensional, alguns casos de proteses totais
mucossuportadas podem apresentar desajustes devido a continua reabsor¢cdo do
0sso alveolar ou alteracdes em tecido mole, prejudicando a estabilidade do aparelho
(Sacorague, 2015). A reabsorcdo 6ssea alveolar € continua ao longo da vida dos
pacientes edéntulos, podendo gerar desadaptacdo das préteses durante a fala e
mastigagéo (Goiato et al., 2013). A fim de minimizar danos aos tecidos de suporte,
foram desenvolvidas técnicas e materiais para reembasamento das proteses. Estes
restabelecem a retencao e a estabilidade da prétese e permitem ajustes e correcdes
na area do selado periférico. Segundo McCabe e Walls (2006), os materiais
reembasadores podem ser divididos em 3 categorias: materiais rigidos,
condicionadores e resilientes.

Os materiais rigidos sao resinas acrilicas, a base de monémeros de
metacrilato de metila (MMA) com agentes plastificadores, ou monémeros de
metacrilato maiores como a etila e butila. Estes agentes levam a diminuicdo da
temperatura de transicdo vitrea, gerando possivel aumento na instabilidade
dimensional. Os condicionadores de tecido sdo materiais extremamente resilientes,
gue nao possuem mondmeros acrilicos no liquido permitindo assim sua utilizacao
apos cirurgias ou em areas traumatizadas, levando a recuperacao dos tecidos moles
sem irritagdo. Entretanto, sua durabilidade é curta sendo recomendada sua troca a
em curto espago de tempo. Os reembasadores resilientes ndo séo tao flexiveis
como os condicionadores, mas mantém esta propriedade por aproximadamente 2
meses, até enrijecerem. Estes materiais podem ser a base de acrilicos ou de
elastbmeros de silicone, que possuem uma composi¢cao similar aos silicones para

moldagens, sendo basicamente polimeros de dimetilsiloxano (polidimetilsiloxano).



Este € um liquido viscoso, que ao interagir com a borracha, por um agente de unido,
resulta em um material com boas propriedades elasticas (McCabe e Walls. 2006).

Os sistemas de reembasamento quimicamente ativados (para uso direto)
Sao uma excelente alternativa visto que ndo € necessaria a retencéo da prétese para
envio ao laboratorio, tornando a execucgdo rapida (Cerveira Netto, 1987; Telles,
2011). Chladek et al. (2014) apresentam em sua revisao sobre reembasadores
resilientes de longa duracdo que estes materiais garantem um aumento significativo
no conforto dos pacientes, aliado a suas propriedades mecanicas e de desempenho
favoraveis. Entretanto, a durabilidade destes materiais sob condi¢cdes clinicas é
limitada, principalmente devido a sua baixa resisténcia a colonizacdo por C.
albicans. Alguns estudos mostram que estes materiais sS40 mais propensos a
adesado microbiana do que a resina acrilica, e isto, provavelmente, deve-se a sua
maior porosidade e rugosidade de superficie (Nevzatoglu et al., 2007; Pereira-Cenci
et al., 2008). Além disso, eles tém demonstrado capacidade de interagir com
microrganismos bucais (Nikawa et al., 1992; Okita et al., 1991). Portanto, uma
alternativa para impedir as interacdes desfavoraveis entre 0s microrganismos e a
superficie de biomateriais deve ser considerada.

Alguns autores relataram problemas relacionados aos materiais utilizados na
confeccdo e no reembasamento de proteses removiveis, sendo 0 mais freqiiente a
colonizacdo desses materiais, especialmente dos reembasadores, por varias
espécies de Candida. Os resultados sugerem que proteses reembasadas com estes
materiais sdo mais passiveis de colonizacao por fungos, mesmo que estes possuam
antifangicos em sua composicdo (Kulak; Kazazoglu, 1998; Pereira-Cenci et al.,
2007; Wright et al., 1985), uma vez que os produtos comercialmente disponiveis,
possivelmente tem o agente antifingico removido pela acdo da saliva (Pereira-Cenci
et al., 2007; Verran; Maryan, 1997).

Apbs a utilizagdo dos reembasadores, os fabricantes recomendam o uso de
um glaze. Do ponto de vista biolégico e cosmético, os procedimentos de
acabamento e polimento sdo considerados fundamentais para a estética e obtencéo
de restauracfes protéticas lisas e polidas (Covey et al., 1992). O Glaze é indicado
para impermeabilizar, dar brilho e proteger o acrilico contra pigmentagdo e
impregnacao de bactérias. O mesmo é responsavel por selar a protese e aumentar a

sua lisura superficial, diminuindo assim a colonizacdo por bactérias e fungos e
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formacao de biofilme, porém néo apresentam agentes antimicrobianos incorporados
em sua mistura. Minimizar o acimulo de microorganismos orais sob as bases das
préteses utilizando-se materiais reembasadores com baixo padrdo de rugosidade
superficial tem relacdo direta com menor indice de instalacdo de doencas bucais
(Oliveira et al., 2007),(Goiato et al., 2007). Landa et al (2009) estudaram o efeito do
glaze sobre a rugosidade de trés materiais reembasadores, simulando uma situacao
clinica de maior lisura de superficie dos materiais. Observou-se uma diferenca
estatisticamente significante entre os materiais testados com e sem a aplicacdo do
glaze. A aplicagé@o do glaze promoveu uma maior lisura de superficie permitindo uma
utilizac&o clinica dos materiais reembasadores com maior longevidade (Brown et al.,
1998), (Dootz et al., 1992).

2.3 Candida albicans e Streptococcus mutans

Mesmo com propriedades mecéanicas adequadas, tanto a resina acrilica para
base de prétese como para reembasamento, apresentam como uma de sua principal
limitacdo a auséncia de atividade antimicrobiana ou antifiUngica (Samaranayake et
al.1994). Os resultados preliminares de varios estudos sugerem que 0 uso de
agentes antimicrobianos pode melhorar as propriedades microbiolégicas dos
reembasadores.

A C. albicans € um fungo que esta presente na cavidade bucal de cerca de
50% da populacdo. Em pacientes portadores de protese total, apés sua adesao
sobre a superficie da resina, ela é a iniciadora da estomatite protética (Arendorf e
Walker, 1987). A estomatite protética (EP) € uma inflamacdo da mucosa
clinicamente caracterizada por pontos hiperémicos, principalmente nas areas que
mantém contato intimo com a superficie interna da protese (Wilson,1998).

A adesdo dos micro-organismos as superficies das préteses € um pré-
requisito para formacdo de biofiilme, importante fator relacionado ao
desenvolvimento de patologias (Gendreau, Loewy, 2011). A resina acrilica apresenta
carga positiva e alta energia de superficie 0 que acaba por atrair as glicoproteinas

salivares que possuem carga negativa, essa atragdo resulta em forte adesé&o
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quimica. O microrganismo, que possui carga negativa, acaba se aproximando dessa
pelicula por meio de forgas de Van der Waalls e se unem por meio de pontes de
hidrogénio (Jorge,1998).

A etiologia da estomatite protética € considerada multifatorial e esta
associada a irritacAo mecénica por uso continuo da prétese, higiene bucal
inadequada, reacdes alérgicas ao acrilico, alteracdes imunoldgicas sistémicas,
diabetes e, a colonizacdo pelo fungo (Arendorf, Walker, 1987, Rodriguez Acosta et
al., 2015). A EP pode apresentar sintomas como: prurido, ardéncia, dor, sabor
desagradéavel, desconforto, hemorragia na mucosa bucal, alteracdo no paladar e
halitose (Olsen, Stenderup, 1990; Wilson,1998).

Além dos fatores sistémicos e locais que predispem a estomatite fungica a
caracteristica da superficie da protese assim como do material, podem influenciar e
facilitar a aderéncia do microrganismo na superficie. Segundo Park et al. (2003) a
adesdo inicial da C. albicans pode estar associada a hidrofobicidade do
microrganismo que acaba interagindo com unidades monoméricas do PMMA que
estdo expostas na superficie. Os autores adicionaram acidos metacrilico em
diferentes concentracdes na resina acrilica, com o intuito de modificar a carga na
superficie da resina, diminuido assim a interacdo com C. albicans. Os resultados
mostraram que a medida que concentracao de acido metacrilico aumentava, houve
diminuicdo na area de superficie com C. albicans aderida. Houve também
diminuicao significativa no angulo de contato a medida que a proporcdo de acido
metacrilico aumentou. Os autores concluiram que é importante o papel da interacédo
eletrostatica na adesédo, assim como introduziram um método eficaz para reduzir a
adesdo de C. albicans a superficie de PMMA através da modificacdo da carga da
superficie dos biomateriais poliméricos. Os tratamentos antifingicos, topico ou
sistémico, podem ser indicados para o tratamento da EP, entretanto, as proteses
devem ser desinfetadas e mantidas limpas, pois esta pode servir como um foco de
reinfeccdo. Caso o paciente ndo realize a higienizacdo adequada ha uma tendéncia
a recidiva da EP quanto o tratamento antifingico é interrompido (Muzyka, 2005;
Mima et al., 2008; Gendreau, Loewy, 2011).

Skupien et al. (2013) buscavam determinar a viabilidade de um protocolo de
prevencdo de colonizacdo por Candida ssp em reembasadores de prétese e um

tratamento eficaz apos a colonizag&o por fungos. Apos a avaliagdo de 38 artigos, 0s
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autores relatam que a incorporacdo de agentes fungicidas nos materiais de
reembasamento e nos condicionadores de tecido, ou a imersdo da prétese em
solucbes contendo esses materiais de limpeza foi executada frequentemente para
atingir os objetivos. A incorporacdo de nistatina foi avaliada em 8 estudos, assim
como a adicdo de agentes antimicrobianos a base de prata estava presente em 4
estudos. Os autores concluiram que a adicdo de agentes antifingicos em
reembasadores e condicionadores de tecidos parece evitar a colonizacdo por
Candida ssp, mas a concentracdo adequada ainda ndo é um consenso. A limpeza
com hipoclorito de sodio 0,5% pode ser (til para desinfeccdo. Mas os dados
analisados sé&o insuficientes para estabelecer um protocolo de adicdo de
antifangicos.

Além da Estomatite protética, outro propagador de doencas bucais é o
Streptococcus mutans presente no biofilme bacteriano. A adesédo de microrganismos
em superficies de biomateriais depende da estrutura e composicao de sua superficie
e das propriedades fisico-quimicas da superficie das células microbianas (Bellon-
Fontaine et al., 1990; Busscher et al., 1992).

O biofilme bacteriano foi definido por Council on Dental Therapeutics (1986)
como uma entidade altamente variavel que resulta da colonizagéo e crescimento de
microrganismos nas superficies dos dentes e dos tecidos orais moles, consistindo de
um numero de espécies e cepas microbianas embutidas em uma matriz extracelular.
A colonizacdo do biofilme bacteriano ocorre nas primeiras oito horas, de forma
rapida e seletiva a pelicula adquirida, sendo as bactérias Gram-positivas,
especialmente o0s Streptococcus mutans e sanguis 0S mais encontrados.
(Newbrum.1988).

A associagdo do S. mutans com lesBes dentais de céaries foi primeiramente
reportada por Clarke (1924), que isolou o microrganismo do fundo de lesdes de carie
em culturas puras. Muitos estudos tém sido efetuados com a intencéo de descobrir a
maneira mais eficiente para controlar o biofilme bacteriano, fator primordial na
prevencdo, e deve ser considerada a base da promocdo da saude bucal. No
entanto, apesar dos esforcos dos pesquisadores nessa busca, a limpeza mecanica
através da escovacdo dentaria, continua sendo o meétodo mais eficiente e

universalmente aceito (Lindhe, 1983).
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Dois fatores sdo normalmente relacionados com a facilidade de ades&o
bacteriana: energia livre de superficie e rugosidade superficial (Christersson et al.,
1989),(Borchers et al., 1999).

Quirynen & Bollen (1995) analisaram esses dois fatores e concluiram que a
energia livre de superficie € menos importante do que a rugosidade de superficie no
processo de adesdo. Entretanto, Van Pelt et al. (1985) analisando a influéncia da
energia livre de superficie ndo encontrou relacdo deste fator com a adesao
bacteriana, concluindo que ndo ha como explicar esta relacdo no presente momento.
Uma vez aderida nas irregularidades das superficies e em outros sitios de
estagnacdo, a bactéria pode sobreviver por mais tempo, pois estdo protegidas
contra forcas naturais de remocédo e também contra métodos de higiene bucal.

Entdo, se a rugosidade das superficies facilita o acumulo de placa
bacteriana, as superficies de uma prétese devem ser as mais lisas possiveis
(Quirynen et al.,, 1995). Face a isto, agentes microbianos incluidos como
nanoparticulas na superficie de prétese e reembasadores poderiam levar a um

resultado eficaz contra o acumulo de fungos e bactérias em ambiente bucal.

2.4 Nanoparticulas Antimicrobianas

As nanoparticulas sdo materiais com estrutura variando de 1-100 nm. Um
nandbmetro € definido como um bilionésimo de metro. Estas apresentam
propriedades fisicas e quimicas (Optica, magnética, catalitica, termodinamica e
eletroquimica) diretamente dependentes de seu tamanho, assim como sua
composicdo quimica e formatos influenciam nestas propriedades especificas. Elas
podem ser preparadas com polimeros organicos (nanoparticulas organicas) e / ou
elementos inorganicos (nanoparticulas inorganicas) (Sanvicens e Marco, 2008).

Dentre as nanoparticulas que apresentam algum efeito antimicrobiano
podem ser citados 0s ions ou sais de prata, que sdo amplamente utilizados na
medicina e seu uso é relatado desde o ano de 1800 no tratamento de doencas
venéreas, ulceras na perna, feridas cirargicas, melhorando a cicatrizacdo pos-

operatoria e reduzindo infecgBes. Além disso, existem uma variedade de produtos
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contendo prata comercialmente disponiveis, como cateter de poliuretano ventricular,
cateter para medicacado, curativos para feridas e cavidades, e géis. (Chaloupka et
al., 2010). O exato mecanismo de como a prata exerce sua atividade antimicrobiana
ainda nao é totalmente esclarecido e, também, depende do tamanho e forma da
particula. Uma possivel explicacdo para a atividade bactericida das particulas de
prata € que a transferéncia direta de ions de prata, a partir de nanoparticulas
oxidadas para sitios biolégicos como proteinas ou a membrana celular. (Knetsch,
Koole, 2011). Na odontologia, as nanoparticulas de prata foram aplicadas em
diversos materiais odontolégicos, com a intencdo de prevenir e/ou reduzir a
formacao de biofiime em compdsitos e superficie de implantes, no tratamento de
estomatites protéticas, agente antimicrobiano em materiais endodbnticos
obturadores, entre outros (Correa et al., 2015).

Segundo Kim et al. (2008 b) e Panéacek et al. (2009) as nanoparticulas de
prata apresentaram efeito inibitério no crescimento de C. albicans , C. glabrata, C.
parapsilosis, C. Krusei, C.tropicalis e Trichophyton mentagrophytes em
concentracfes a partir de 0,21 pg/mL, dependo do micro-organismo, com resultados
semelhantes a anfotericina B.

A incorporacdo de nanoparticulas de prata na resina acrilica tém
apresentado interessantes resultados quanto a sua atividade antibacteriana e
antifingica. Segundo Kassaee et al. (2008) a adicdo de 0,5% de nanoparticulas de
prata a uma resina acrilica apresentou forte atividade antibacteriana contra
Escherichia coli, ndo tendo formado nenhuma col6nia apds 24 horas contato com a
resina experimental.

A atividade antimicrobiana da AgNp em condicionadores de tecidos foi
avaliada por Nam (2011). Segundo o autor estes materiais se degeneram
rapidamente o que o0s torna porosos e susceptiveis a colonizacdo por
microrganismo. As nanoparticulas de prata foram preparadas a partir de uma
solucdo aquosa de prata com 10 mM, que foram adicionadas ao liquido em
concentragcbes variadas: 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 e 3.0% volume prata/ volume liquido.
Avaliou-se a adesédo de S.aureus, S mutans, e C. albicans. Os resultados indicaram
gue para S. aureus e S. mutans, mostrou-se o minimo de efeito bactericida (MBC)
na dose de 0,1%, e acima dela ndo foram detectadas células viaveis (nenhuma

unidade formadora de colénia- UFC) a partir das condigbes de 1,0% acima. E para
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C. albicans, a concentracdo fungicida minima foi na dose de 0,5%, e nao foi
detectada em nenhuma UFC acima de 2,0%. N&o houve diferenca estatistica do
efeito antimicrobiano entre 24 e 72 horas do tempo de incubacéo (P> 0,05).

Quando a particula de prata apresenta um tamanho muito reduzido, menor
que 10 nm, ela é capaz de penetrar no interior da célula e alterar seu metabolismo,
levando a bactéria ou fungo a morte. (Morones et al. 2005).

Apesar de as nanoparticulas metalicas, como a prata, possuirem oOtimas
caracteristicas antimicrobianas, estas tem como desvantagens sua baixa
estabilidade coloidal, reatividade quimica e térmica, e toxicidade para os sistemas
vivos, em algumas concentracdes. Uma abordagem que vem sendo estudada € a
utilizacdo de estruturas em camadas, também conhecida como sistema nucleo/
casca. Onde compositos representam uma classe de materiais com duas ou mais
substancias combinadas passam a exibir propriedades Unicas, que ndo sao
possiveis de serem obtidas a partir de seus componentes individuais.

A arquitetura em nanoescala de materiais com propriedades facilmente
ajustaveis levou ao desenvolvimento de um tipo especial de nanocompdsitos
conhecidos como core-shell, ou material tipo “casca-carog¢o”, que consiste em um
nucleo formado por um material, rodeado por uma “casca” formada por outro
material, em escala nanométrica.

A silica (SiO2) é um dos materiais mais populares como nucleo, pois possui
elevada estabilidade térmica e quimica, por ser inerte quimicamente, ter grande area
superficial e boa compatibilidade com outros materiais. (Nischala et al., 2011,
Lismont et al., 2015). Um dos métodos de obtencdo das nanoesferas de silica
amplamente utilizado é o método de Stober (Stober et al.,, 1968). Um sistema de
reacdes quimicas que permite o crescimento controlado de particulas de silica
esféricas de tamanho uniforme, por meio de hidrdlise do tetraetilortosilano (TEOS) e
subsequente condensacao solugdes alcodlicas, utilizando a amdénia como um
catalisador. Devido a sua simplicidade e eficacia diversos estudos utilizaram a
sintese de Stober para confec¢do de nanoparticulas de silica, com revestimento de
prata, ouro, titania (Deng et al., 2007; Kim et al., 2008a; Hebalkar et al., 2011;
Nischala et al., 2011; Devi et al., 2014; Lismont et al., 2015). Segundo Nischala et al.
(2011) ao sintetizar nanoparticulas de silica com prata, em diferentes molaridades, a

densidade das nanoparticulas de prata como um material de revestimento na
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estrutura foi variada, e originou diferentes caracteristicas de ressonancia plasmonica
de superficie, influenciando positivamente na coloracdo obtida. As particulas com
ndcleo e camadas que continham a menor concentracdo de nanoparticulas néo
mostraram qualquer mudanca de cor perceptivel na cor do tecido de algoddo branco
ao qual foram incluidos.

Estes estudos nos mostram que a possibilidade de inclusdo de uma particula
ndcleo/casca de silica com nitrato de prata poderia amenizar ou acabar com o0
manchamento causado pela prata, além de ndo alterar as suas caracteristicas
mecanicas e microestruturais, interferindo somente em seu poder antimicrobiano.

A insercédo de uma particula de silica com prata em materiais odontolégicos,
principalmente a base de polimetiimetacrilato pode ser extremamente vantajosa
principalmente para pacientes portadores de protese total, que possuem alguma
dificuldade no controle e prevencdo da estomatite protética e formacao de biofilme.
Entretanto, ndo existem dados na literatura que avaliam a influéncia dessa particula

sobre tais materiais.
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3 PROPOSICAO

O objetivo geral deste trabalho € sintetizar e caracterizar nanoparticulas de
silica recobertas com nanoparticulas de prata, e avaliar a influéncia quando
incorporadas a resina acrilica, reembasadores e ao glaze, em suas caracteristicas

microbiolégicas, microestruturais e mecanicas.

Os objetivos especificos foram:

a) Sintetizar nanoparticulas de silica pelo método de Stober e incorporar
nanoparticulas de nitrato de prata;

b) Caracterizar as nanoparticulas quanto ao tamanho, concentracdo, forma e
disposicdo da prata sobre a silica, através de microscopia eletronica de
varredura, espectrometria de energia dispersiva de raios-X — EDS e
Espalhamento de luz dinamico;

c) Avaliar a atividade antifiungica de nanoparticulas de silica revestidas por
prata contra o biofilme de C. albicans;

d) Avaliar a atividade antibacteriana de nanoparticulas de silica revestidas
por prata contra o biofilme do Streptococcus mutans;

e) Avaliar a influéncia da incorporacdo das nanoparticulas a resinas acrilicas
rigida, reembasador macio e a um glaze no quesito acdo microbiana;

f) Avaliar mecanicamente a incorporacao das nanoparticulas de silica com

nitrato de prata a resina acrilica.

A hipotese nula € de que ndo havera diferenca estatisticamente significante
gquanto a acdo ou adesdo fungica e bacteriana entre 0s grupos testados,
independente da presenca ou concentragdo das nanoparticulas adicionadas aos

polimeros ou nao.
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4 MATERIAL E METODOS

Em uma primeira etapa da pesquisa foi realizada a sintese, a caracterizagcao
e os testes microbiolégicos das nanoparticulas de silica revestidas por prata.
Primeiramente a silica, que se encontrava em formato de pg@, foi adicionada em uma
solucdo e caracterizada com o nitrato de prata em duas concentracdes e duas
diferentes molaridades. As amostras foram caracterizadas através de microscopia
eletrbnica de varredura, espectrometria de energia dispersiva de raios-X — EDS e
espalhamento dindmico de luz (DLS). Apo6s a realizagdo dos testes de
caracterizacdo, foi realizado o teste de concentracdo inibitéria minima, que
demonstrou a concentracdo minima com eficacia antimicrobiana da nanoparticula.
Em uma segunda fase a foi realizada a incorporacdo destas particulas aos
polimeros (RAAQ, reembasador macio e glaze), e realizado o teste de formacao de

biofilme.

Quadro 1- Subdivisbes das concentracdes de nanoparticulas de silica revestidas
com a prata, e também com as diferentes molaridades de Nitrato de Prata

Resina Acrilica | Reembasador Soft Glaze
Concentracdo de Particulas 2,5% e 5% 2,5% e 5% 2,5% e 5%
Molaridade da Prata 10 e 30 mM 10 e 30 mM 10 e 30 mM

Fonte: Elaborado pela autora.

Em uma terceira fase as amostras de resina foram testadas mecanicamente
pelo teste de flexdo de 3 pontos, para isto corpos de prova em resina acrilica
guimicamente ativada foram divididas em grupos de acordo com a molaridade de
Nitrato de prata e de acordo com a concentragdo das particulas ja caracterizadas
(silica incorporada com nitrato de prata). Serdo utilizadas somente as resinas rigidas
guimicamente ativadas para este teste, para verificarmos se as propriedades
mecanicas das resinas nao sao significantemente alteradas com a incorporagao de

nanoparticulas de silica revestidas com a prata.

28



Fluxograma 1- Exemplificando a organizacdo dos grupos para a realizagdo do
ensaio mecanico de flexado de 3 pontos

Resina Acrilica
Rigida

2,5% 5%

10 mM 30 mM 10 mM 30 mM

Fonte: Elaborado pela autora.

4.1 Sintese das nanoparticulas de silica

As particulas de silica foram sintetizadas por meio da hidrélise e
condensacéo controlada do TEOS em meio alcoodlico, conhecida como método de
Stober. Para sintese das particulas foram utilizados os seguintes reagentes e
solucbes: Tetraetilortosilicato (TEOS) (LS chemical, Sdo Paulo, Brasil - lote
MKBP8202), Hidroxido de aménio PA (LS chemical, Sdo Paulo, Brasil - lote 71008),
Alcool etilico absoluto 99,5% (Neon comercial, Sd0 Paulo, Brasil - lote 20930),
Nitrato de prata PA (LS chemical, Sdo Paulo, Brasil - lote 119308/14) Dextrose
anidra (LS chemical, Sdo Paulo, Brasil - DA11.13), Carbonato de soédio anidro PA
(Labsynth, Sé&o Paulo, Brasil - lotel86610). Confeccionou-se uma solucao
misturando 9 ml de TEOS com 55 ml de etanol, que foram mantidos sob agitacao
constante. Em seguida, uma segunda solucao foi elaborada com a mistura de 5 ml
de amodnia, 55 ml de etanol, e 30 ml de agua Mili- Q. A solugéo 2 foi vertida sob a 1
e, mantida sob agitacdo constante em agitador magnético por 24 horas.

Apoés esse processo as nanoparticulas de silica foram centrifugadas (9.000
rpm, a 10° C, por 5 minutos), secas em estufa a 37°C e entado refinado em almofariz
de agata. Ela apresentava- se em forma de p0, que foi previamente medido pelo
equipamento de Espalhamento de Luz Dinamico (DLS), onde apresentou-se com um

grande grupo contendo por volta de 100 nnm e um segundo grupo, menor, contendo
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300 nnm. Além disso, por serem extremamente pequenas, as particulas possuem
uma grande area de superficie. Quanto menor a particula de silica se apresenta,
maior o campo superficial da mesma para a caracterizacdo com a prata, ja que o
molhamento da superficie mostraria-se melhor, conseguindo assim agregar uma
maior quantidade de nanoparticulas de nitrato de prata. O nitrato de prata ndo pode
ser adicionado diretamente a resina acrilica quimicamente ativada, ja que apresenta
grande manchamento e alteracdo de coloracdo, deixando assim as proteses, sejam

elas totais ou parciais com um a estética prejudicada.

Figura 1- Silica silanizada em formato de p6 com coloracao branca

Fonte: Elaborado pela autora.

Para a incorporacdo das particulas de nitrato de prata a silica precisava
estar em solucéo, para isto foi realizado todo o processo de hidrolise e condensacao
do TEOS novamente pelo método de Stober, somente sem o0 processo de

centrifugacéo e secagem.
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Figura 2- Frascos das solucbes de Alcool Etilico Absoluto 99,5% a esquerda, e a
direita Hidroxido de Aménia

o

P
CAS N® 64-17-5

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 3- Solucéo de silica em agitacao

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.2 Adicao de nanoparticulas de prata

Para cada 50 ml de solucéo de silica foram confeccionados 25 ml de solucéo
de nitrato de prata e dextrose equimolar, (com 10 mM e 30 mM de Nitrato de prata).
Para a solu¢cdo com 10 mM misturou-se 25 ml de &4gua destilada com 0,0423g de
AgNO? e 0,0450g de Dextrose Anidra, que funciona como um agente catalisador, e
foi adicionada a suspensao contendo as nanoparticulas de silica, e foram mantidas
sob agitagdo por 30 minutos. Para a solucdo com 30 mM de nitrato de prata
misturou-se 25 ml de 4gua destilada, 0,12740g de nitrato de prata e 0,13512g de

dextrose anidra, onde a mesma foi mantida em agitacao por 30 minutos.

Figura 4- Frascos de Nitrato de Prata P.A e Dextrose Anidra USP

NITRATO DE |
PRATA P.A.

Fonte: Elaborado pela autora.

Quadro 02- Proporgao utilizada para a caracterizagdo com o nitrato de prata em

diferentes molaridades

Molaridade AgNO?3 Dextrose Anidra
10 mM 0,0423 g 0,0450 g
30mM 0,12740 ¢ 0,13512¢

Fonte: Elaborado pela autora.

32



Apés 30 minutos 50 ml de uma solugdo de carbonato de soédio e agua
destilada, foi adicionada a solugédo de silica com prata, gota a gota, e agitada por

mais 1 hora.

Quadro 03- Proporcéo utilizada para a elaboracéo da solucéo de carbonato de sodio

Molaridade Quantidade de Na?CQOs3 Quantdade de H20
10 mM 0,0529 g 50 ml
30 mM 0,1589 g 50 ml

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 5- Solucdo de Carbonato de sodio sendo adicionada gota a gota com o

auxilio de um conta-gotas sobre a solucéo de silica com nitrato de prata

Fonte: Elaborado pela autora.

As particulas foram separadas usando uma centrifuga, (9.000 rpm, a 10°C,
por 5 minutos), e lavadas com agua destiladas trés vezes para remocdo das
particulas sobrenadantes de prata. O precipitado foi seco em estufa a 37°C e entao

refinado em almofariz de 4gata.
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Figura 6- Almofariz de Agata

Fonte: Elaborado pela autora.

4.3 Caracterizacdo das nanoparticulas

As amostras foram caracterizadas através de microscopia eletrbnica de
varredura (equipamento Zeiss, modelo DSM, UNESP- ICT), espectrometria de
energia dispersiva de raios-X — EDS (equipamento Zeiss, modelo DSM, UNESP-
ICT) e espalhamento de luz dinamico (Delsa™Nano Submicron. Particle Size and
Zeta Potential. Particle Analyzer. Delsa™Nano Ul Software Version 3.73, UNIFESP).

O microscopio eletrébnico de varredura ou microscopio eletrénico de
varrimento (MEV) é um tipo de microscépio eletrdnico capaz de produzir imagens de
alta resolucéo da superficie de uma amostra. Devido a maneira com que as imagens
sao criadas, imagens de MEV tem uma aparéncia tridimensional caracteristica e séo
Uteis para avaliar a estrutura superficial de uma dada amostra.

A Espectrometria de energia dispersiva de raios-X (EDS) tem como objetivo
fazer uma analise elementar e caracterizacdo quimica da amostra. Sua capacidade
de caracterizacdo deve-se, em grande parte, ao principio fundamental de que cada
elemento possui uma estrutura atdmica Unica, de modo que 0s raios-X emitidos em
interacdo com a matéria mostram caracteristicas desta estrutura, o que acaba

identificando os diferentes elementos.
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O espalhamento de luz dindmico (DLS) as vezes chamado de espalhamento
de luz quasi elastico (QELS) é uma técnica ndo invasiva e bem estabelecida de
medicdo do tamanho e da distribuicAo do tamanho de moléculas e particulas,
normalmente na regido dos submicrométricos e com a tecnologia mais recente,
menores do que 1 nm.Em geral, o espalhamento de luz dindmico é aplicado na
caracterizagdo de particulas, emulsdes e moléculas que foram dispersas ou
dissolvidas em um liquido. O movimento browniano das particulas ou moléculas em
suspensao faz com que a luz laser seja espalhada com intensidades diferentes. A
andlise dessas flutuacdes de intensidade resulta na velocidade do movimento
browniano e assim, o tamanho de particula usando a relacdo Stokes-Einstein.

Estes testes mostram-se importantes para uma vasta caracterizacdo do

material, permitindo assim o conhecimento de sua exata composicao.

4.4  Concentracgéo inibitéria minima

Na microbiologia, a concentracao inibitéria minima € a concentracdo mais
baixa de um produto quimico que impede o crescimento visivel de um agente
microbiano. Ou seja, ele avalia a caracteristica bacteriostatica do produto quimico,
definindo assim a sensibilidade do agente microbiol6gico ao produto testado. Este
teste mostrou-se importante diante este estudo jA& que define a quantidade de
produto que devera ser acrescentada a resina acrilica para a mesma apresentar
uma atividade antimicrobiana. Para isto a particula foi testada isoladamente primeiro,
sem a sua adicdo na resina acrilica, reembasador macio ou glaze.

Duas solucdes de silica com prata de 10 e 30 milimols foram preparadas,
adicionando-se agua Miliq aos p6s, com concentragédo de 4000 ppm.

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada pelo método da
diluicdo em meio liquido, usando-se uma escala com concentracfes crescentes das
nanoparticulas de prata diluidas em solug¢des, 2.000, 1.000, 500, 250, 125, 62,5,
31,25, 15,62, 7,81, 3,90 ppm. As amostras de Streptococcus mutans, foram
cultivadas em caldo nutritivo (BHI) incubadas em estufa a 37°C por 18-20 horas,

apos este periodo as linhagens foram subcultivadas, utilizando-se 30 pl do
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crescimento bacteriano em 30 ml de caldo Mueller Hinton (DIFCO, 21 g/l), e
incubadas novamente a 37°C por 1 hora, obtendo-se um inoculo de 105 UFC/ml, por
método de contagem padrédo. Foram distribuidas 1,8 ml da cultura em tubos de
hemolise, em seguida, foram adicionadas 0,2 ml da solucdo das nanoparticulas de
silica com prata. Os tubos serdo agitados vigorosamente e incubados por 24 horas a
37°C. Foi considerada como Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) a menor
concentracdo da solucdo de nanoparticulas de silica com prata que inibiu
completamente o crescimento bacteriano, através da observacdo visual, onde foi
constatado que a nanoparticula possui efeito antimicrobiano até a concentracdo de
2%.

Para a analise da concentracao inibitéria na Candida albicans foi utilizada
uma suspensdo da cepa de C. albicans proveniente da American Type Culture
Collection, cultivada em Meio de agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, EUA) e
incubada a 37°C durante 48 horas. Os microorganismos foram suspensos em
solucéo salina estéril (NaCl 0,9 %). Foram distribuidas 1,8ml da cultura em tubos de
hemolise, em seguida, serdo adicionadas 0,2 ml da solu¢cdo das nanoparticulas de
silica com prata. Os tubos serdo agitados vigorosamente e incubados por 24 horas a
37° C. Foi considerada como Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) a menor
concentracdo da solucdo de nanoparticulas de silica com prata que inibiu

completamente o crescimento microbiano, através da observacao visual.

4.5 Concentragdo inibitdria minima com amostras cilindricas

Biofilmes s&@o comunidades microbiologicas ligadas a superficies, que
podem ser encontrados em ambientes médicos, industrial e natural. Em meio bucal
os biofilmes sdo agregacbes complexas de bactérias, que segregam uma matriz
adesiva protetora. Os biofilmes formam-se virtualmente em qualquer situacdo onde
haja contato de sélidos e liquidos ou soélidos e gases. Em pacientes com uma
higienizacdo bucal ou da area interna da protese precaria, estas bactérias tendem a
se instalar e crescer, ja que o ambiente imido se torna oportuno para as mesmas.

Frente a elucidar qual a capacidade antimicrobiana da silica revestida com
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prata em ambiente bucal, este teste fez-se necessario, ja que nos mostra uma
previsdo do quédo bom e eficaz 0 mesmo sera em contato com o material e as
bactérias e fungos que estaréo presentes em condi¢des bucais.

Foram confeccionadas amostras em formato cilindrico, com 10 mm de
didmetro e 2 mm de espessura em resina acrilica rigida e reembasador macio. Para
obtermos o formato cilindrico, utilizou-se um dispositivo metalico com 2 mm de
espessura, contendo 12 perfuracfes, com 10 mm diametro cada. Preencheu-se a
base da mufla metalica com uma base em silicone para laboratorio (Zetalabor
(Zhermack, Badia Polesine, Itdlia) e a mesma foi preenchida com gesso. Apos
completada a presa do gesso foi aplicada uma fina camada de isolante para resina
acrilica, posicionando o dispositivo metalico, e sobre ele uma nova base em silicone.

Depois realizamos o preenchimento da contra mufla. Apos a presa do gesso,
as muflas foram abertas, e com as partes separadas, fizemos uma nova aplicacao
de isolante para resinas acrilicas com o uso de um pincel, sobre toda area de
superficie exposta do gesso, metal e silicone. A manipulacéo e insercdo da resina
acrilica foi realizada, assim como a prensagem e polimerizacéo. Para confec¢édo das
amostras de reembasador soft 0 mesmo dispositivo metalico foi colocado sobre uma
placa de vidro, o material foi inserido em seus orificios com o auxilio de uma seringa
para evitar a incorporacao de bolhas e posicionada uma nova placa de vidro. Sobre

o conjunto foi realizada uma pressao de 350 g.

Figura 7- Confeccdo das amostras em resina acrilica para ensaios microbiolégicos

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 8- Confecgao das amostras em reembasador macio Soft Confort e em resina

acrilica para ensaios biologicos

Fonte: Elaborado pela autora.

Apés a polimerizacdo os mesmos foram removidos com o auxilio de um
dispositivo cilindrico. Todas as amostras receberam acabamento, com lixa d’agua
com granulacao 180, foram limpas em ultrassom com agua destilada por 5 minutos,
e armazenadas em agua destilada por 48 horas.

Para a aplicacdo do glaze foram confeccionadas 10 amostras em
reembasador macio, seguindo a mesma metodologia, e apds a sua polimerizacao,
realizagdo do acabamento e limpeza das pecas foram aplicadas duas camadas de
glaze, com o auxilio de um microbrush, em todas as superficies das amostras. Para
a incorporacao das nanoparticulas de prata na solucao do glaze que acompanha o
kit de reembasador, o0 mesmo foi dividido em 4 frascos com duas porcentagens
diferentes 2.5% e 5% e com duas molaridades diferentes. As particulas foram
incorporadas e mantidas em agitador magnéticas por 24 horas, e posteriormente

aplicadas nas pecas de reembasador macio.
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Figura 9- Frascos com as diferentes porcentagens e molaridades do glaze, com
agitador magnético

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 10- Glaze incorporando as nanoparticulas de silica revestidas por prata no

agitador magnético

Fonte: Elaborado pela autora.

ApoOs este periodo as amostras foram limpas novamente em ultrassom por 5
minutos e secas. As amostras entdo foram submetidas a esterilizacdo em autoclave,
a 126° C por 15 minutos, e submetidas aos testes microbioldgicos.

Para a andlise os espécimes de resina acrilica estéreis foram inseridos em
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placas de 24 pocos (Costar Corning, New York, EUA) e em seguida 2 mL de meio
de cultura BHI (Brain Heart Infusion) caldo foram inseridos em cada pogo com
amostra. Um inéculo de 100 pL da suspensdo de C. albicans e Estreptococus
mutans foi colocado em cada poco para a formagédo do biofilme. Apds 24 horas, 0
meio de cultura foi retirado, foram feitas 2 lavagens dos pogos com solucdo salina
estérii e 2 mL de meio fresco foi acrescentado. As placas foram incubadas
novamente por 24 horas, resultando num biofilme de 48 horas.

Em seguida, os espécimes foram removidos do tubo e lavados em soro
fisiolégico estéril, para remocdo de microorganismos fracamente aderidos a
superficie da resina. Na sequéncia os espécimes serdo imersos em 10 mL de
solucéo salina estéril e sonicados por 30 segundos em homogeneizador ultrassénico
(Sonopuls HD 2200, 50 W, Bandelin Electronic, Heinrichstral3e, Berlin, Germany),
com 25% de poténcia, a fim de desagregar o biofilme aderido a superficie da resina.
Uma aliquota de 100 pL dessa suspenséo foi entdo utilizada para a obtencédo de 3
diluicdes (10-2, 10-4 e 10-6), semeadas em placas com agar Sabouraud dextrose,

em triplicata.

4.6 Confeccao das amostras para ensaio de flexao

Para os testes de resisténcia a flexdo foram confeccionados corpos de prova
em formato retangular 30 mm x 10 mm x 3 mm de resinas acrilicas rigidas. Para a
confeccdo das barras foram utilizados padrdes metélicos, com as dimensfes de 31
mm x 11 mm x3.5 mm. Estas medidas foram propositalmente maiores que as
exigidas para os corpos de prova, para permitir o correto acabamento das pecas
sem que se comprometessem os valores finais de dimensionamento. Foram
confeccionados 20 corpos de prova, sendo que 04 como controle, 08 com a adi¢céo
da concentracdao de 10 mMol de nitrato de prata e outros 08 com 30 mMol de nitrato
de prata.

Para a confeccéo dos espécimes em resina acrilica foram utilizadas muflas
metalicas. Iniciou-se a inclusdo pela base da mufla, a qual foi totalmente preenchida

por gesso tipo Il. Logo apés a perda de brilho do material, posicionou-se os padrées
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metélicos, de modo que apenas o lado de maior area ficasse em intimo contato com
a superficie do gesso. Completada a presa do gesso aplicou-se uma fina camada de
isolante para resina acrilica. Na sequéncia, foi utilizado um silicone de polimerizacao
por condensacdo Labormass. O silicone, por ser um material elastico, possibilitou a
posterior remogdo da peca sem maiores dificuldades. Dada a polimerizagdo do
silicone, fez-se a deposicdo do gesso comum na contra-mufla de modo
convencional. ApGs a presa do gesso, procedeu-se a abertura das muflas e a
remocao dos padrbes metdlicos (figura 11). Com as partes da mufla separadas, fez-
se uma nova aplicagdo de isolante para resinas acrilicas com o uso de um pincel,
sobre toda area de superficie do gesso exposta.

Foi utilizada a resina acrilica quimicamente ativada VIPI Fast incolor. Para os
grupos que continham as nanoparticulas, realizou-se a mistura dos pos, de acordo
com as duas diferentes concentracbes 2,5% e 5%, e entdo adicionou-se 10 ml de
mondmero, em um pote de vidro com tampa. Aguardou-se a fase plastica da resina
e a mesma fora acomodada nos espacos deixados pelos padrées metéalicos. No
grupo controle (sem nanoparticulas) manteve-se a proporcédo 21 gramas de pé para
10 ml de mondmero. Na sequéncia, as muflas foram fechadas e posicionadas em
prensas hidraulicas, para prensagem lenta e gradual, até que ndo houvesse
escoamento da resina e estabilizada em 1000 Kgf. Essa pressao foi mantida por 1
hora, seguindo-se a transferéncia das muflas para prensas manuais. ApGs o tempo

de polimerizacdo da resina as amostras receberam acabamento e polimento.

Figura 11- Confeccéo das amostras para o teste de flexao

Fonte: Prof. Adj. Tarcisio José de Arruda Paes Junior.

41



5 RESULTADO

Os resultados foram divididos em 3 categorias. Primeiramente com a
caracterizacao do material, onde foi definida a sua estrutura, composicao e as suas
dimensdes. A segunda fase, composta pelos testes microbiologicos, previamente
com o resultado do teste de concentracdo inibitéria minima, que determinou a
eficacia antimicrobiana das particulas isoladas, e em um segundo momento o teste
de concentracdo inibitéria minima com a confeccdo das amostras cilindricas, que
confirmaram a eficacia antimicrobiana das particulas adicionadas a resina acrilica,
ao reembasador macio e ao glaze. Os resultados dos testes mecanicos de flexao de
3 pontos determinaram se as particulas interferem de maneira negativa, positiva ou
nula na resisténcia mecéanica das resinas acrilicas. Caracteristica de suma

importancia para o sucesso na elaboracgdo de proteses a base de resina acrilica.

5.1 Caracterizagcao

As nanoparticulas de silica foram previamente medidas pelo equipamento de
Espalhamento de Luz Dinamico (DLS), que se encontra no laboratério de fisica da
Universidade Federal do Estado de Sao Paulo (UNIFESP). O aparelho realiza trés
medicbes em sequéncia enquanto as nanoparticulas estao dispersas em ambiente
aguoso. A primeira linha azul demonstra a primeira medida onde foram encontradas
aproximadamente 90 particulas com 500 nanémetros. J4 as linhas em coloracéo
preta demostram que existia um pequeno grupo com menos de 10 nandmetros de
diametro e um segundo grupo com 170 nanoparticulas com aproximadamente 300
nandémetros de didmetro. E o grupo mais significativo com a maior concentracao de
nanoparticulas estd demonstrado pela linha vermelha, onde foram encontradas 190

particulas com aproximadamente 250 nandmetros de diametro.
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Figura 12- Grafico com a distribuicdo dos tamanhos das nanoparticulas de silica
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Fonte: Elaborado pela autora.

As particulas de menor diametro fornecem resultados de caracterizacéo
positivos, ja que a incidéncia de incorporacao de nitrato de prata tende a ser maior,

devido a energia de superficie da particula de silica.

Figura 13- Imagem Macroscopica da silica anteriormente a sua caracterizacao

Fonte: Elaborado pela autora
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As nanoparticulas de silica apresentavam- se em forma de p0, de coloracdo
branca, com o aspecto afilado e ralo, sem precipitados ou granulos acinzentados.

ApOs a sua caracterizacdo com nitrato de prata, as mesmas mostraram- se
com uma grande variacdo em sua coloracdo, com um aspecto amarelado, onde, a
amostra com 10 mM encontrava- se um tom mais claro do que a amostra com 30
mM.

Figura 14- Particulas de silica incorporadas com nitrato de prata

Fonte: Elaborado pela autora.

O nitrato de prata apresenta-se como um sal inorganico e forte agente
oxidante.

De acordo com a coloragcdo das amostras, estd evidente a presenca de
nitrato de prata na composicdo do pé, jA que 0o mesmo se apresentava
esbranquicado e logo apdés a deposicdo do mesmo, apresentou-se acinzentado.
Esta variacdo de coloragdo deve-se ao grande poder de oxidacdo da prata,

principalmente em contato com a luz.
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5.2 Energia dispersiva de raios-X integrado (EDS)

A andlise por energia dispersiva de raios- x confirmou a presenca do nitrato

de prata nas concentracdes de 10 e 30 mMols.

Figura 15- Grafico do EDS, da amostra de 30 mM, mostrando picos de silicio e prata
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 16- Grafico do EDS, da amostra de 10 mM, mostrando picos de silicio e prata
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os resultados mostraram- se compativeis com as diferentes concentracdes
de molaridade do nitrato de prata. Na amostra com 30 mMol de nitrato de prata
podemos observar uma maior concentracdo de particulas de prata e uma menor
concentracdo de silicio, j& a amostra com 10 mMol de nitrato de prata apresenta
uma maior concentracdo de silicio e uma menor concentragdo de nitrato de pata. A
presenca do ouro deve-se a metalizacdo da amostra para a analise em microscépio
eletrbnico de varredura, ja a presenca do sédio deve-se a incorporacdo do carbonato

de soédio.
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Figura 17- Imagem obtida através de Microscopia Eletrénica de Varredura, aumento
de 200x. Amostra de silica com 30 mM de Nitrato de prata
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 18- Imagem obtida através de Microscopia Eletronica de Varredura, aumento
de 200x. Amostra de silica com 10 mM de Nitrato de prata
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Na imagem 17 podemos perceber que as particulas encontradas com 30
mMol de nitrato de prata apresentavam- se maiores do que as encontradas na figura
18. Ja que na figura 18 é possivel ver as rugosidades da fita de carbono adaptando
as nanoparticulas. As particulas com 10 mMol de nitrato de prata apresentavam- se

menos densas.

5.3 Concentracdao Inibitéria Minima

A concentracdo minima inibitéria da solucdo de nanoparticulas de silica com
prata contra C. albicans e S. mutans foi determinada avaliando-se primeiramente a

turvacao do meio.

Figura 19- Placa com os poc¢os nas duas diferentes concentracdes de prata e contra

os dois agentes microbianos

Fonte: Elaborado pela autora.



Figura 20- Placa com pocos apos 24 horas de incubagéo

Fonte: Elaborado pela autora.

Apos as 24 horas de incubacéo da placa em estufa, foi verificado que devido
a coloragcdo do p6 de nanoparticulas de silica com prata todos 0s pocos
encontravam-se turvos e para confirmar o poder antimicrébico da solucdo, as
mesmas foram semeadas em placas de Petri por 72 horas.

O efeito antimicrobicida da solugdo foi confirmado em diferentes

concentracoes.

Figura 21- Placa de Petri com a semeadura de Silica caracterizada com prata na
concentracédo de 10mM contra Streptococus mutans. Nas concentracdes de 20% (1),
10% (2), 5% (3), 2,5% (4), 1,25% (5), 0,625% (6). O efeito antimicrobicida ocorreu

nas concentragdes 1,2 e 3

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 22- Placa de Petri com a semeadura de Silica caracterizada com prata na
concentracdo de 30mM contra Streptococus mutans. Nas concentracdes de 20% (1),
10% (2), 5% (3), 2,5% (4), 1,25% (5), 0,625% (6). O efeito antimicrobicida ocorreu

nas concentracoes 1, 2,3 e 4

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 23- Placa de Petri com a semeadura de Silica caracterizada com prata na
concentragdo de 10mM contra C. albicans. Nas concentragdes de 20% (1), 10% (2),
5% (3), 2,5% (4), 1,25% (5), 0,625% (6). O efeito antimicrobicida ocorreu nas

concentracbes 1, 2,e 3

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 24- Placa de Petri com a semeadura de Silica caracterizada com prata na
concentracdo de 30mM contra C. albicans. Nas concentracdes de 20% (1), 10% (2),
5% (3), 2,5% (4), 1,25% (5), 0,625% (6). O efeito antimicrobicida ocorreu nas

concentracbes 1,2,3 e 4

Fonte: Elaborado pela autora.

Nas duas concentragfes (10mM e 30 mM) a prata mostrou-se eficaz até a
concentracdo de 5%, tanto para a C. albicans como para o S. mutans. Na
concentracdo de 30 mM ela mostrou-se um pouco mais eficaz, chegando até a
concentracéo de 2,5% para os dois agentes microbianos.

Com estes resultados microbiologicos definimos em quais concentracdes
incorporaremos as nanoparticulas de prata na resina acrilica quimicamente ativada,
no reembasador macio e ao glaze, para posteriormente realizarmos os testes de

formacéao de biofilme e os testes mecanicos.



5.4 Concentracéo inibitéria minima com amostras cilindricas

Para confirmar a concentracdo inibitéria minima e o efeito antimicrobicida
das particulas incorporadas nas amostras, foi realizado o teste de concentracdo
inibitéria minima com as amostras cilindricas. Para isto, duas amostras cilindricas de
cada grupo foram selecionadas e adicionadas em uma placa de 24 po¢os em meio
de cultura. Elas foram divididas em dois grandes grupos de microrganismos,
Streptococcus mutans e Candida albicans, e posteriormente incubadas por 24 horas.
Apbs esse periodo foram semeadas em placas de petri, para a constatacdo de seu

efeito antimicrobiano.

Figura 25- Placas de petri semeadas com as amostras de reembasador macio, nas
duas molaridades e nas duas diferentes concentracfes, contra Candida albicans e
Streptococcus mutans. Demonstrando efeito antimicrobicida em todas as amostras

contra C. albicans e nenhum efeito antimicrobiano contra S. mutans

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 26- Placas de petri semeadas com as amostras de Glaze nas duas
molaridades e nas duas diferentes concentracfes, contra Candida albicans e
Streptococcus mutans. Eficicia antimicrobiana comprovada em todas as amostras

contra S. mutans, e nas porcentagens de 5% contra C. albicans

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 27- Placas de petri semeadas com as amostras de Glaze e Reembasador
macio nas duas molaridades e nas duas diferentes concentragdes, contra Candida
albicans e Streptococcus mutans. Eficacia antimicrobiana comprovada para o

reembasador macio nas duas molaridades e concentra¢cfes contra S. mutans

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.5 Resisténcia a flexdo de 3 pontos

Figura 28- Amostras do grupo controle e do grupo de 30 mMol com concentracéo de

5% preparadas para o ensaio de flexao

Fonte: Elaborada pela autora.

As médias do resultado de flexdo por 3 pontos estdo exemplificados no
quadro abaixo, ndo apresentando diferenca estatisticamente significante na analise

de variancia ( p=0,128).

Quadro 4- Médias dos grupos para resisténcia flexural de 3 pontos.

Grupos Média MPa | Desvio Padrdao | Minimo Maximo
Grupo controle 86,23 1,17 81,78 93,51
10 mMol 2,5% 83,42 4,70 76,40 89,62

10 mMol 5% 84,19 2,23 82,39 88,19
30 mMol 2,5% 82,04 6,32 79,53 91,58
30 mMol 5% 86,49 2,57 83,21 89,07

Fonte: Elaborado pela autora



6 DISCUSSAO

Este trabalho foi executado com o intuito de estudar novos materiais que
desempenhassem atividade antimicrobiana para pacientes usuarios de préteses,
sejam estas totais, parciais, removiveis ou tempordrias, que em algum periodo da
vida apresentaram um quadro de estomatite protética, tendo em vista a sua alta
prevaléncia e incidéncia (Webb et al., 1998).

Nos ultimos anos foram realizados inUmeros estudos com diversos tipos de
materiais antimicrobianos, sendo que 0s materiais nanométricos trouxeram uma
nova perspectiva para a odontologia. Entre eles estdo os materiais conhecidos como
core-shell, ou nlcleo-casca que sdo amplamente utilizados na industria farmacéutica
e téxtil (Nischala et al. 2011; Lessard-Viger et al. 2009), e que permitem que
nanoparticulas de prata revistam nanoparticulas de silica. As nanoparticulas séo
materiais com estrutura variando de 1-100 nm. Um nandémetro € definido como um
bilionésimo de metro. Estas apresentam propriedades fisicas e quimicas (6ptica,
magnética, catalitica, termodindmica e eletroquimica) diretamente dependentes de
seu tamanho, assim como sua composi¢cdo quimica e formatos influenciam nestas
propriedades especificas. Elas podem ser preparadas com polimeros organicos
(nanoparticulas organicas) e / ou elementos inorganicos (nanoparticulas
inorganicas) (Sanvicens e Marco, 2008).

Tendo em vista isso, optou-se neste trabalho por desenvolver nanoparticulas
de silica revestidas por nanoparticulas de prata, aliando a atividade antimicrobiana
do nitrato de prata tentando diminuir o seu manchamento com a adicdo da silica, um
fator que gera grande prejuizo estético em reabilitacdes orais.

A sintese das nanoparticulas de silica foi realizada pelo método de Stober
(Stober et al., 1968), que utiliza a ambnia como um catalizador para a sintese da
silica. Esse método proporcionou obter particulas de tamanhos nanométricos com
grande energia superficial, o0 que melhorou a incorporacdo das nanoparticulas de
prata que aderiram logo apés a adicdo das solu¢des de nitrato de prata, carbonato
de sodio e dextrose equimolar a suspensdo de silica coloidal. Os ions de prata
formado aderem a silica por interacdo eletrostatica entre as cargas negativas dos

grupos silanois formados. As caracteristicas finais apresentadas pelas
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nanoparticulas estdo de acordo com os resultados apresentados por Zhang et al.
(2017) que analisaram nanoparticulas revestidas por prata. As andlises por EDS e
MEV nos permitiram constatar as diferentes molaridades de nitrato de prata, e o DLS
nos permitiu verificar o tamanho das nanoparticulas através do espalhamento de luz
dindmica.

Diversos estudo sugerem que a adicdo de nanoparticulas de silica a materiais
odontologicos geram resultados mecanicos positivos, quando a incorporacao vai de
0,1% a 1% (da Silva et al. 2012; Mc Nally et al. 2006), ja a incorporacdo de
particulas de prata ndo gera alteracdes significativas nas propriedades mecéanicas
dos materiais nas concentracdes de 0,05% a 5% segundo Monteiro e colaboradores
(2012). Estes resultados condizem parcialmente com os resultados obtidos nesse
estudo, ja que ndo houve melhora mecanica nas propriedades dos materiais
estudados. Porém, as caracteristicas mecénicas dos materiais também n&o foram
alteradas negativamente, estes dados sugerem que a incorporacdo das
nanoparticulas pode tornar-se- se viavel no dia a dia clinico, ndo influenciando
negativamente as propriedades mecanicas dos materiais.

Ao considerar as caracteristicas estéticas dos materiais, a adicdo das
nanoparticulas, principalmente na resina acrilica, gerou uma alteragdo nas
caracteristicas visuais das amostras. Porém a adicdo aos reembasadores macios e
ao glaze ndo mostraram grandes alteraces na aparéncia original dos materiais,
visto que estes materiais sdo de uso provisorio e aplicados entre a mucosa e a
prétese dentéria, area onde a estética ndo é tao priorizada quanto o conforto e bem-
estar do paciente.

Em relacdo aos testes microbiolégicos, foco principal deste estudo, o
primeiro passo foi determinar a concentracgao inibitéria minima das nanoparticulas de
silica revestidas por prata, para isto a particula foi testada isoladamente, sem a sua
adicao na resina acrilica, reembasador macio ou glaze. Isso nos permitiu verificar o
poder antimicrobiano das particulas e com isso determinar quais seriam as melhores
concentracbes a serem testadas incorporadas nas amostras. Apds a execuc¢do do
teste foram estabelecidas duas concentracdes 2,5% e 5%, ponderando-se o efeito
antimicrobiano e os possiveis danos estéticos. Os estudos de Li et al. (2014),
demonstraram que resinas acrilicas modificadas por nanoparticulas de prata, s6

apresentaram atividade antifingica na concentracdo de 5%. Entretanto, Chladek et

56



al. (2011) obtiveram eficicia antifangica em reembasador modificado por prata em
concentracbes a partir de 10 ppm (0,001%). Nam (2011) relata ter reducdo na
formacéo do biofilme de C. albicans em resina acrilica com concentracdes a partir de
0,5% e Acosta-Torres et al. (2012), a partir de 1ug/ml. Estas diferencas nas
concentragfes podem ser explicadas pelos diferentes métodos de sintese utilizados,
obtendo-se assim particulas com propriedades diferentes.

O mecanismo de acdo antimicrobiana da prata ainda n&o foi totalmente
explicado, mas sabe-se que tanto os ions como as hanoparticulas podem atuar
sobre a membrana plasmatica (Knetsch e Koole 2011, Volker et al. 2013). Quando a
particula apresenta um tamanho muito reduzido, menor que 10 nm, ela é capaz de
penetrar no interior da célula e alterar seu metabolismo, levando a morte celular.
(Morones et al. 2005). Embora a literatura apresente alguns estudos quanto
avaliacdo antimicrobiana de particulas de prata contra C. albicans e S. mutans em
polimeros para base de protese, ndo foram encontrados estudos sobre a
incorporacdo de nanoparticulas de silica recobertas com nanoparticulas de prata
nestes materiais, ou avaliacées antimicrobianas sobre eles.

Quanto a atividade antimicrobiana, os reembasadores macios e o glaze
apresentaram resultados positivos, ja a resina acrilica quimicamente ativada nao
apresentou nenhuma atividade antimicrobiana nas duas concentracdes e
molaridades estudadas. Alguns estudos sugerem gque a liberacdo de ions de prata
para o meio seja um dos mecanismos de acao antimicrobiana (Kassaee et al. 2008;
Kong et al. 2008). Essa liberacédo é baseada na difusdo de moléculas de agua para
dentro do material e na migracédo de ions de prata através do polimero para o meio
aguoso (Kong et al. 2008). Como o PMMA é um polimero hidrofébico, a absorcao de
agua pelo sistema pode ter sido insuficiente para a liberacdo dos ions. Por este
mesmo motivo, obtivemos sucesso nas amostras de reembasador macio e glaze, ja
que a liberacdo de ions para 0 meio tornou- se muito mais viavel, de acordo com a
estrutura molecular do material.

O trabalho de Sacorague et al. (2015) avaliou a resisténcia mecanica de
resinas acrilicas termicamente ativadas e reembasadores rigidos, quando
nanoparticulas de silica revestidas por prata eram adicionadas aos materiais. Os
resultados indicaram que para a resisténcia a flexdo o fator concentragdo foi

significante, onde 2% afetou negativamente a resisténcia tanto em resina como em
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reembasador, porem a adicdo das nanoparticulas néo alterou a molhabilidade da
superficie dos materiais, nem a rugosidade, exceto do grupo de 30 mM de
reembasador, em ambas concentracbes. O mesmo trabalho avaliou as
caracteristicas antimicrobianas do material contra Candida albicans, porém n&o foi
comprovada eficiéncia antimicrobiana nas duas concentragdes de 0,5% e 2%.
Segundo Monteiro et al. (2011) o método de sintese das nanoparticulas
pode produzir melhores resultados, principalmente em testes de atividade
planctdnica. Além disso, a reducéo do tamanho das particulas de silica, alterando-se
a proporcédo de reagentes e silanizacado (Arantes et al. 2012) pode gerar melhor
interacdo com as cadeias poliméricas e produzir uma maior area de superficie para
atuacao da prata. Devido a essa informacdo a medicdo das nanoparticulas de silica
no inicio do trabalho foi de suma importancia para que alcancassemos um resultado
positivo nesta pesquisa, visto que, o método de obtencao das nanoparticulas possui
suma importancia na aderéncia das particulas de prata na superficie a silica.
Propde- se para estudos futuros a verificacdo da liberacdo da prata em
ambiente celular, visto que a interacdo celular pode ser prejudicada, levando a
inviabilizagédo da utilizagdo deste material em ambiente bucal. Apés esta verificagdo
sugere-se 0 estudo deste novo material em ambiente bucal, em pacientes que
possuam quadros de estomatite protética, e no controle da microbiota nociva aos
tecidos isto considerando- se diversos tipos de proteses dentarias que empregam

polimeros em sua execucao.
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7 CONCLUSAO

d)

f)

A sintese de nanoparticulas de silica revestidas por nitrato de prata pelo
método proposto mostrou-se eficaz para a obtencdo de materiais com
caracteristicas estruturais adequadas.

Com a caracterizacdo das nanoparticulas foi possivel confirmar a presenca
do nitrato de prata em ambas molaridades.

O teste de concentracédo inibitéria minima demonstrou qual a concentracao
adequada para a incorporacdo das nanoparticulas em materiais
odontologicos, sendo esta de 2% a 7%.

Com o teste de formacdo de biofilme foi constatado que as nanoparticulas
incorporadas ao glaze e ao reembasador macio obtiveram os melhores
resultados antimicrobianos in vitro contra Candida albicans e Streptococcus
mutans em ambas concentracdes e molaridades.

A incorporacdo das nanoparticulas na resina acrilica quimicamente ativada
nao apresentou nenhuma atividade antimicrobiana.

A caracteristica mecanica testada da resina acrilica ndo foi significantemente

alterada com a adicdo das nanopatrticulas.
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