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Foggi CC. Sintese, caracterizacdo e acdo antimicrobiana de Oxidos bimetalicos e de
revestimentos depositados a plasma sobre resina acrilica. [Tese de doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017.

RESUMO

Devido ao aumento da tolerancia dos microrganismos aos antimicrobianos atualmente
disponiveis, existe a necessidade de desenvolvimento de métodos alternativos para o controle
das infeccbes. Na primeira etapa dessa pesquisa, 0xidos bimetélicos foram sintetizados por
meio dos métodos hidrotermal assistido por micro-ondas e co-precipitacdo, variando-se as
condicdes de sintese, como temperatura, pH, utilizacdo ou ndo de surfactantes e tipos de
solventes. Os diferentes microcristais de tungstato de prata (a-AgoWO,) e molibdato de prata
(B-Ag2Mo00Q,) obtidos foram caracterizados por difracdo de Raios X (DRX), microscopia
eletronica de varredura por emissdo de efeito de campo (MEV-EC), microscopia eletrénica de
transmissdo (MET), espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDX), espectroscopia
Raman e mensuracfes de fotoluminescéncia (PL) e UV-Vis. A atividade antimicrobiana
desses compostos contra células planctdnicas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
— SARM, Escherichia coli (E. coli) e Candida albicans (C. albicans) foi avaliada por meio da
determinacdo das concentracBes inibitorias (CIM) e bactericida/fungicida minimas
(CBM/CFM). Além disso, com base nos testes de CIM, CBM e CFM, 0s compostos que
proporcionaram os melhores resultados (a-Ag,WO, irradiado ¢ a-Ag,WO, e B-Ag,MoQy,
biofilmes de SARM, E. coli e C. albicans, através de contagem de unidades formadoras de
colénias por mililitro (UFC/mL), determinacdo do peso seco dos biofilmes e analise por
microscopia de varredura confocal a laser (CLSM) e MEV. QOutra alternativa para o controle
das infeccOes, avaliada na segunda etapa desta pesquisa, foi a deposicdo de filmes de
prata/didxido de silicio (Ag/SiO,) sobre resina acrilica para base de prétese por meio de co-
pulverizagdo assistida & plasma, utilizando dois tempos de deposicéo (7 e 15 minutos). Filmes
puros de Ag e de SiO, também foram depositados para comparacdo e todos foram
caracterizados através de DRX, andlise de espessura, determinacdo da rugosidade média,
hidrofobicidade e energia livre de superficie (ELS), espectroscopia infravermelha por
transformada de Fourier (FTIR), MEV-EC e microscopia de forca atbmica (MFA). A adesdo
de C. albicans sobre a superficie da resina acrilica, com ou sem revestimento (controle), foi

avaliada por meio de contagem de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL),



CLSM e MEV-EC. Os resultados das caracterizagdes de MET e EDX do a-Ag,WO, irradiado
e ndo-irradiado confirmaram o crescimento de Ag metalica na superficie dos cristais de a-
AQo,WO, irradiados. Todos os microcristais de o-Ag,WO,; e B-AgaMoO, analisados
apresentaram cristalinidade, sem a presenca de fases deletérias, ordem estrutural e simetria a
longo (DRX) e curto alcance (Raman). As anélises UV-Vis permitiram estabelecer a energia
dos gaps opticos (Egap) que variaram de 2,4 eV a 3,12 eV para o a-Ag,WO; irradiado e aquele
sintetizado em &lcool e de 3,29 eV para 3,33 eV para 0s microcristais de p—Ag.MoO,
sintetizados em amonia e etanol, respectivamente. As mensurages de PL indicaram maior
absorcéo na regido do laranja (613 nm) e do vermelho (750 nm) para o a-Ag,WO; sintetizado
em agua, enquanto para aqueles sintetizados em alcool e aménia 0s picos maximos foram no
azul (447 nm). Ja para o B—Ag.MoQ,, a maior absorcdo foi observada na regido do azul,
sobretudo para os microcristais sintetizados em alcool. Imagens de MEV-EC revelaram que
os microcristais de a-Ag;WO, apresentaram natureza aglomerada, forma de bastOes
hexagonais alongados, sendo organizados em forma de flores quando sintetizados em amonia
e alcool. Para 0o B—Ag>Mo0O,, os microcristais apresentaram formato arredondado e tamanho
em escala micrométrica. As imagens também revelaram que, dependendo do solvente
utilizado, os microcristais apresentaram diferentes faces cristalograficas: [001], [101] e [010]
para o a-Ag;WO, e [011], [001] e [111] para o P—Ag:MoO,. Os testes microbioldgicos
realizados com células planctdnicas evidenciaram que todos 0s microcristais apresentaram
atividade antimicrobiana. Entretanto, a CIM/CBM para 0 SARM foi menor com 0 a-Ag; WO,
irradiado (31,25 pg/mL) que aquela obtida com o ndo irradiado (125 upg/mL). Valor
intermediéario (62,50 ug/mL) foi observado para inativar C. albicans, tanto para 0 a-Ag;WO,
sintetizado com polivinil pirrolidona (PVP) como para o B-Ag.MoO, sem PVP, ambos
obtidos por co-precipitacdo. Os valores verificados para os microcristais de a-Ag,WO,
sintetizados em alcool, aménia e adgua foram, respectivamente, 3,90 ug/mL, 7,81 ug/mL e
7,81 pg/mL para C. albicans, 15,62 pug/mL, 62,50 ug/mL e 125 pg/mL para SARM e 0,48
pug/mL, 0,48 pg/mL e 0,97 pg/mL para E. coli. Para os microcristais de B-Ag,MoQO,
sintetizados em alcool, amonia e agua os valores foram, respectivamente, 7,81 ug/mL, 7,81
ug/mL e 15,62 pg/mL para C. albicans, 31,25 ug/mL, 62,50 ug/mL e 500 ug/mL para SARM
e 0,49 pg/mL, 1,95 pg/mL e 3,91 ug/mL para E. coli. Nos testes realizados com biofilmes, os
trés microcristais selecionados (a-Ag,WOQ, irradiado, a-Ag;WO, e B-Ag,MoO,, ambos
sintetizados em alcool) foram capazes de inibir a formacdo de biofilme de C. albicans nas

seguintes concentragdes: 15,62 pg/mL, 15,62 pg/mL e 125 pg/mL, respectivamente. As



concentragdes obtidas para SARM foram, respectivamente, 31,25 pg/mL, 62,50 pg/mL e 250
ug/mL, enquanto para E. coli foram, respectivamente, 1,95 ug/mL, 3,90 ug/mL e 7,81 pug/mL.
Os microcristais selecionados, nas mesmas concentracoes, também reduziram o peso seco das
culturas microbianas dos trés microrganismos. As imagens de CLSM e MEV mostraram
resultados consistentes entre si e com aqueles obtidos por UFC/mL. Além disso, as analises
de MEV indicaram alteragdes morfologicas, tendo sido mais evidentes para as células de C.
albicans e com o a-Ag,WO, sintetizado em alcool. Os resultados da segunda etapa deste
estudo mostraram que ndo foi possivel, com perfilometro, detectar a espessura dos filmes
depositados. Os filmes Ag/SiO,7, Ag e SiO, aumentaram a rugosidade (Ra) da superficie (3,4
um, 4,2 um e 4,1 um, respectivamente), enquanto 0 filme Ag/SiO,15 diminuiu (2,8 um), em
compara¢do com o controle (PMMA) sem revestimento (3,2 pm). O angulo de contato com
agua do PMMA foi de 100,83° (hidrofobico) enquanto os dos filmes depositados foram
menores (Ag/SiO,7 = 61,57°, Ag/SiO,15 = 93,97°, Ag = 83,66° SiO, = 47,01°). A ELS do
PMMA e dos filmes Ag/SiO,15 e Ag foram similares e menores que as dos filmes Ag/SiO,7 e
Si0O,. As imagens de MEV-EC e MFA revelaram a presenca de grdos de tamanhos diferentes
nos filmes Ag/SiO,7 e Ag/SiO2, apresentando uma camada de SiO, inferior (granulos
pequenos), recoberta com nanoparticulas de Ag (granulos maiores) na superficie. A estrutura
dos filmes Ag/SiO,7 e Ag/SiO2 apresentou-se na fase amorfa (DRX) e a analise em FTIR
demonstrou a presenca de picos relacionados com as ligacbes Si-O e Si-H. As médias de
Logip UFC/mL de C. albicans observadas para os filmes Ag/SiO,7, Ag e SiO, foram
semelhantes e ndo diferentes do controle, porém o filme Ag/SiO,15 promoveu redugdo no
namero de células viaveis em mais de 2 logs em comparacdo com o controle. Com base nos
resultados obtidos, a atividade antimicrobiana mais efetiva foi observada com os microcristais

de a-Ag,WOQ, sintetizados em alcool e com o filme Ag/SiO,15.

Palavras-chave: Antibacterianos. Candida albicans. Escherichia coli. Staphylococcus aureus

resistente a meticilina. Polimetil metacrilato. Protese parcial removivel.



Foggi CC. Synthesis, characterization and antimicrobial action of bimetallic oxides and
thin films deposited by plasma on acrylic resin. [Tese de doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017.

ABSTRACT

Due to the increased tolerance of the microrganisms to the available antimicrobial drugs, there
is a need of development of alternative methods for infection control. In the first part of this
study, bimetallic oxides were synthesized by hydrothermal microwave-assisted and co-
precipitation methods, varying synthesis conditions, as presence or absence of surfactants and
types of solvents used. The different microcrystals of a-Ag,WO, and -Ag.MoO, obtained
were characterized by X-ray diffraction (XRD), field-emission scanning electron microscopy
(FE-SEM), transmission electron microscopy (TEM), energy diffraction spectroscopy (EDS),
Raman spectroscopy and photoluminescence measurements (PL) and UV-Vis. Their
antimicrobial activity was evaluated against planktonic cells of methicillin - resistant
Staphylococcus aureus - MRSA, Escherichia coli (E. coli) and Candida albicans (C.
albicans) by the determination of inhibitory concentrations (MIC) and bactericidal/fungicidal
concentrations (MBC/MFC). Based on the MIC, MBC and MFC values, the microcrystals
that provided the best results (a-Ag,WO, irradiated and a-Ag,WO, and B-Ag.MoO,, both
synthesized in alcohol) were also evaluated for their ability to inhibit biofilm of MRSA, E.
coli and C. albicans, by counting the CFU/mL, dry weight determination, and analysis using
confocal laser scanning microscopy (CLSM) and FE-SEM. Other method for infection control
evaluated in the second part of this research, was the deposition of SiO,/Ag thin films on the
surface of an denture base acrylic resin by co-sputtering plasma, using two deposition times (7
and 15 minutes). Pure Ag and SiO; films were also deposited for comparison and all thin
films were characterized by XRD, thickness measurement, roughness determination,
hydrophobicity and surface free energy (SFE), Fourier transformed infrared spectroscopy
(FTIR), SEM and atomic force microscopy (AFM). C. albicans adhesion was evaluated by
CFU/mL counting, CLSM and MEV. Results from TEM and EDS confirmed the growth of
nanofilaments of metallic Ag on the surface of the irradiated a-Ag,WO,. All microcrystals of
a-Ag,WO, and B-Ag.MoO, analysed showed crystallinity, without the presence of secondary
phases, with structural order and symmetry at short (Raman) and long range (XRD). The band
gap values derived from UV—-Vis spectra ranged from 2.4 eV to 3.12 eV for the irradiated o-
Ag>WO, and those synthesized in alcohol and from 3.29 eV to 3.33 eV for the microcrystals

of B-Ag.Mo0O, synthesized in ammonia and ethanol, respectively. PL measurements indicated



that the maximum absorption was observed at the orange region (613 nm) and red region (750
nm) for the a-Ag,WO, synthesized in water, while for those obtained in alcohol and
ammonia, the highest peaks were in the blue region (447 nm). For the B-Ag.Mo00Q;,, the
maximum absorption was seen at the blue region, mainly when the synthesis was performed
in alcohol. FE-SEM images revealed that the microcrystals of a-Ag,WO, showed an
agglomerated nature, in the shape of elongated hexagonal nanorods, being organized in
flower-like structures when synthesized in ammonia and alcohol. For B-Ag:MoO,, the
microcrystals showed were round-shaped, typically in the micrometer size. The microscopic
images also revealed that, depending on the solvent used, the microcrystals presented
different crystallographic faces: [001], [101] and [010] for the a-Ag,WO, and [011], [001]
and [111] for the B-Ag.Mo00Q,. Microbiological tests performed with planktonic cells showed
that all synthesized microcrystals exhibit antimicrobial activity. However, the MIC/MBC
value for MRSA for the irradiated a-Ag,WO, (31.25 pug/mL) was lower that that obtained for
the non-irradiated (125 pg/mL). Intermediate value (62.50 pg/mL) was required to inactivate
C. albicans, for the a-Ag,WO, synthesized with PVP and B-Ag.MoO, without PVP, both
obtained by co-precipitation method. The values found for the a-Ag,WO, microcrystals
synthesized in alcohol, ammonia and water were, respectively, 3.90 pug/mL, 7.81 ug/mL and
7.81 pg/mL for C. albicans, 15.62 ug/mL, 62.50 pg/mL and 125 ug/mL for MRSA and 0.48
pg/mL, 0.48 pg/mL and 0.97 pg/mL for E. coli. For the B-AgMoO, microcrystals
synthesized in alcohol, ammonia and water the values were, respectively, 7.81 ug/mL, 7.81
ug/mL e 15.62 ug/mL for C. albicans, 31.25 pg/mL, 62.50 pg/mL and 500 ug/mL for MRSA
and 0.49 pg/mL, 1.95 pg/mL and 3.91 pg/mL for E. coli. In the tests performed with biofilms,
(irradiated a-Ag,WO,, a-Ag,WO, and B-Ag.Mo00Q,, both synthesized in alcohol) were able to
inhibit C. albicans biofilm formation at the following concentrations: 15.62 pg/mL, 15.62
pg/mL and 125 npg/mL, respectively. The concentrations required for MRSA were,
respectively, 31.25 pg/mL, 62.50 pg/mL and 250 pg/mL, while for E. coli were, respectively,
1.95 pg/mL, 3.90 pg/mL and 7.81 pg/mL. The selected microcrystals, at the same
concentrations, also reduced the dry weight of the biofilms of the three microorganisms.
CLSM and SEM images showed results that were consistent with each other and with the data
obtained in the CFU/mL assay. In addition, SEM analyses indicated morphological
alterations, which were more evident for the C. albicans cells and with the a-Ag;WO,
synthesized in alcohol. The results from the second part of this study showed that it was not
possible to detect the thickness of the deposited films. The Ag/SiO,7, Ag and SiO, thin films



increased the surface roughness (Ra) (3.4 um, 4.2 um and 4.1 um, respectively), whereas the
AQ/SiO, decreased (2.8 um), in comparison to control, (PMMA) without coating (3.2 um).
The water contact angle of the PMMA was 100.83° (hydrophobic) while those of the
deposited films were lower (Ag/SiO,7 = 61.57°, Ag/SiO2 = 93.97°, Ag = 83.66° SiO; =
47.01°). The SFE of the PMMA and the films Ag/SiO,15 and Ag were similar and lower than
those of the films Ag/SiO,7 and SiO,. FE-SEM and MFA revealed the presence of grains with
different sizes in the films Ag/SiO,7 and Ag/SiO,15, showing a base layer of SiO, (small
granules), covered by Ag nanoparticles (bigger grains) in the surface. The structures of the
Ag/SiO,7 and Ag/SiO, films were in the amorphous state (XRD) and FTIR analysis
demonstrated the presence of peaks related to Si-O and Si-H bonds. The mean values of Logio
CFU/mL of C. albicans observed for the Ag/SiO,7, Ag and SiO, were similar and not
different from the control, but the Ag/SiO, film promoted a reduction in the number of viable
cells more than 2 logs compared to control. Based on the obtained results, the more effective
antimicrobial activity was observed for the a-Ag,WO, microcrystals synthesized in alcohol
and for the Ag/SiO,15 thin film.

Key Words: Anti-Bacterial agents. Candida albicans. Escherichia coli. methicillin-resistant

Staphylococcus aureus. Polymethyl Methacrylate. Removable Partial Denture.
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1 INTRODUCAO

Os 6xidos bimetalicos que apresentam a formula basica A,BO,4 constituem uma familia
de compostos com vaérias aplicacdes tecnoldgicas 2 °*. Os molibdatos de prata, como o
Ag,Mo004, que pertencem a essa familia, tem atraido a atencdo dos pesquisadores devido as
suas propriedades que permitem a utilizacdo em diversas areas, como dispositivos

eletroquimicos e sensores de gas 2% 37 103.120.157

, @ técnicas de efeito Raman intensificado pela
superficie (SERS - "Surface Enhanced Raman Scattering™) *® ® 1% Segundo Arora et al.*?,
em 2012, o AgMoQ, pode exibir estrutura o-tetragonal e B-cubica, dependendo da pressao
utilizada no processamento. Da mesma forma, os tungstatos cerdmicos tem sido bastante
investigados. Os tungstatos de metais de transi¢cdo, como o tungstato de prata (Ag,WO,), sao
oxidos semicondutores que contém a combinacao de ligacbes covalentes, idnicas e metalicas
7. Esse 6xido também pode exibir polimorfismo e, dessa forma, pode ter trés tipos de
estruturas: a-ortorrdmbica, p-hexagonal e y-clbica, dependendo do pH (4cido ou alcalino) **
%82 Entre esses polimorfos, designados como a-, B-, e y- Ag,WO, **°, a fase o-Ag,WO, é
termicamente estavel e tem sido considerado um material interessante devido ao crescimento
de filamentos de prata (Ag) na sua superficie quando exposto & irradiagdo com elétrons " 1%
106,146 ' s tungstatos apresentam numerosas aplicaces e o Ag,WO, tem sido pesquisado para

36, 181

descontaminacdo da &gua e degradacdo de produtos organicos , por sua atividade

fotocatalitica quando em luz visivel *** % bem como para sensores de gés *°.

A obtencdo de diferentes morfologias de molibdatos de prata tem sido relatada na

literatura, como feixes (“broon-like™), flores (“flower-like”), cubos (“cube-like”) 100 12

44 21

, Semi-

esferas ™, nanoparticulas, nanofios e nanobastfes “-, sendo as formas de nanoesferas,

nanobastdes e bastdes alongados também descritas para o tungstatos de prata 3% 45 51 97. 110, 141,
181,197 “ Além disso, conforme mencionado, os 6xidos bimetalicos também podem existir em
diversas estruturas cristalinas ou fases 1% 30 4 51 71, 106, 152,181 "Bajtran et al. % em 2014,
realizaram uma investigacdo sistematica utilizando primeiros principios para calcular as
propriedades estruturais e eletrdnicas, bem como as diversas transi¢fes de fase, sob presséao,
do Ag,MoQ,. Cinco fases foram consideradas: Ag,MoQ, tetragonal (com estrutura espinélio
normal e inversa), B-Ag.:MoO, (estrutura espinelio cubica), tipo olivina (estrutura
ortorrdmbica), e a-Ag,MoO, (estrutura tetragonal do tipo K,NiF,). Dessa forma, variando-se
0 método de sintese, bem como os parametros utilizados, como pH, temperatura, pressdo,
entre outros, é possivel controlar a morfologia e o tamanho das particulas, bem como a

estrutura cristalina (Fabbro et al.?°, 2016). E importante ressaltar que, diferentes morfologias e
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fases exibem também propriedades distintas e, consequentemente, é possivel a obtencdo de
compostos com caracteristicas funcionais especificas. Vérias rotas de sintese foram
desenvolvidas e utilizadas na preparacdo de microcristais de Ag,WO,4 e Ag,M00Qy, incluindo a
co-precipitacdo, sono-quimica 3 °> "% hidrotermal convencional ** %" e hidrotermal assistida
por micro-ondas 1% 10140,

Dentro desse contexto, outra possivel aplicacdo desses diversos compostos que vem
sendo sintetizados seria na area biomédica, como agentes antimicrobianos. Recentemente, a
sintese de nanoparticulas de prata (Ag) ou compositos contendo Ag tem sido bastante
pesquisada > 48499696, 121,130,132, 173,177, 194 "pacantemente, com base na conhecida atividade
da prata contra um amplo espectro de microrganismos, as pesquisas também tem sido focadas
no estudo do potencial antimicrobiano dos materiais Ag,MoO, e Ag,WO, > 8 1% Og
possiveis beneficios das nanoparticulas e compésitos contendo Ag * nio se referem apenas a
sua atividade contra fungos, bactérias e virus, mas também a baixa propensdo de induzir

resisténcia microbiana **

. Nos ultimos anos, tem sido observado répido aumento da
tolerancia dos microrganismos aos antibioticos e antifungicos utilizados convencionalmente,
devido ao desenvolvimento de mecanismos de resisténcia por meio de mutages genéticas ™

2:29.18 o atuacio de sistemas de efluxo %> " 82 Como consequéncia,

" producdo de enzimas,
tem havido um aumento significativo na incidéncia de infecgdes sistémicas, como bacteremia
e fungemia, tanto em hospitais como na comunidade, trazendo consideravel preocupacdo na
area de saude publica ** % ® 122 Entre os microrganismos presentes nessas infecgdes, 0
Staphylococcus aureus resistente a meticilina — SARM, Escherichia coli e Candida albicans
tem sido frequentemente isolados ** °® %8, Esses microrganismos s&o comensais e colonizam
vérios nichos no hospedeiro humano " *** % No entanto, também podem causar uma série de
doencas, desde infeccOes superficiais da pele e mucosas a condigdes invasivas graves, como
pneumonia, endocardite, infeccdes do trato urindrio e da corrente sanguinea (bacteremia,
fungemia) °% 4% 164 185 193 v/4rios fatores tem sido correlacionados com a ocorréncia
aumentada de infeccOes sistémicas, mas é geralmente aceito que o envelhecimento da
populacdo, a maior longevidade de pacientes com doencas cronicas, o surgimento da AIDS e
0 uso disseminado de terapias imunossupressivas, 0s tratamentos de cancer, 0s dispositivos
médicos como catéteres intravenosos de longo uso, enxertos vasculares, valvulas cardiacas, 0s

antibiéticos de largo espectro e a resisténcia microbiana sdo aspectos significantes 2> 9 11

112

Quando microrganismos altamente patogénicos estdo presentes, alta mortalidade e

morbidade, bem como o aumento do tempo de permanéncia nos hospitais e dos custos, tem
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sido relatados 17 2 27 50 122, 124, 139, 143, 145, 178, 172 T(qos esses aspectos evidenciam a
necessidade de se buscar tratamentos alternativos e do desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos.

Recentemente, Longo et al.’%® (2013), pela primeira vez, demonstraram o crescimento in
situ de nanofilamentos de Ag metalica a partir de cristais de tungstato de prata (a-Ag,WOy,).
Nesse estudo, feixes de elétrons acelerados oriundos das analises de microscopia eletronica de
varredura por emissdo de campo/ microscopia eletronica de transmissdo (MEV-EC/MET)
foram capazes de induzir a enucleacdo e o crescimento de filamentos de Ag. As propriedades
fisico-quimicas, estruturais e eletrdnicas desses nanofilamentos foram caracterizadas pelos
autores por meio de diferentes técnicas, bem como célculos tedricos. Além disso, um possivel
mecanismo de formacdo dos nanofilamentos de Ag também foi proposto nesse estudo .
Segundo os autores, esse novo material pode ser uma plataforma ideal com potencial para
diversas aplicacdes, incluindo aplicacdes cataliticas e biolégicas. Em estudo inicial ™,
avaliamos o efeito antibacteriano de cristais de tungstato de prata (a-Ag,WO,), com ou sem
filamentos de prata, que foram obtidos por meio da irradiacdo das amostras. Foi observado
que, embora os dois compostos tenham apresentado efeito bacteriostatico e bactericida contra
SARM, as amostras irradiadas foram mais efetivas. Célculos foram realizados para se obter as
propriedades estruturais e eletronicas do a-Ag,WO, e da Ag metalica, que proporcionaram
suporte quantitativo para 0 mecanismo antibacteriano proposto, baseado no aumento dos
processos de transferéncia de elétrons entre a-Ag,WO, e as nanoparticulas de Ag. Esses
resultados sugerem gue tanto o novo material como outros diversos compostos contendo prata
gue vem sendo sintetizados apresentam potencial antimicrobiano e merecem ser investigados.

O efeito de agentes antimicrobianos tem sido avaliado contra 0os microrganismos na
forma livre determinando-se as alteragdes resultantes nas células, bem como as concentragdes
que inibem seu crescimento e promovem sua inativacao > 7% 87 8 9. 98,123,129, 132,13 " 54
aspecto importante é avaliar também se 0s compostos sintetizados previnem ou reduzem a
formacéo de biofilme, que constitui uma comunidade complexa de microrganismos aderidos a
substratos, e € altamente organizada e envolta por uma matriz polimérica extracelular
autoproduzida 128 136150165174 " cgylas microbianas vivendo na forma de biofilmes exibem
caracteristicas fisioldgicas distintas de suas formas planctonicas, fato que, associado a
arquitetura dos biofilmes microbianos, resulta, entre outros aspectos, em tolerancia aumentada
contra agentes antimicrobianos e mecanismos de defesa do hospedeiro 3 *** 17 |sto tem sido
atribuido as propriedades da matriz de biofilme, através do aprisionamento ou inibi¢do de

difusdo e acdo de antimicrobianos, diminuicdo das taxas de crescimento celular que ocorre em



19

biofilmes, resisténcia genética por meio da transferéncia horizontal de genes, modifica¢do do
substrato-alvo do fArmaco, expressdo génica alterada e a presenca de células “persister” °* 1%,
Em biofilmes maduros, a matriz polimérica extracelular, composta por diversas proteinas,

quitinas, DNA, B-1,3 carboidratos glucanos, acido colanico, celulose 2> *

, atua como uma
barreira protetora, dificultando a difusdo de moléculas relacionadas a resposta imune do
hospedeiro e de agentes antimicrobianos; além disso, estudos tem demonstrado que a
composicdo quimica dessa matriz apresenta papel relevante na resisténcia microbiana . Os
componentes da matriz polimérica extracelular proporcionam estabilidade mecéanica para 0s
biofilmes, mediam sua adesdo com as superficies e formam uma estrutura coesiva
tridimensional que interconecta e imobiliza temporariamente as células do biofilme. Essa
matriz também atua como um sistema digestivo externo por manter as enzimas extracelulares
préximas as células, tornando-as capazes de metabolizar biopolimeros sélidos, dissolvidos ou
em forma coloidal ®. Em funcdo desses aspectos, a inibicdo da formacdo de biofilmes é
preferivel a erradicagdo de biofilmes ja estabelecidos pelo fato dos microrganismos
rapidamente desenvolverem tolerancia aos agentes antimicrobianos, tornando as infec¢oes
mais dificeis de serem tratadas. Assim, compostos que possam inibir a formacéo de biofilmes
1113 hodem constituir importante estratégia terapéutica.

Entre as diversas possibilidades exploradas para o controle microbiano, o revestimento
de biomateriais com compostos contendo prata também tem sido relatado * 3% 8% 118, 161 183
Em odontologia, as préteses removiveis feitas de polimetil metacrilato (PMMA) ainda séo
comumente utilizadas para reabilitacdo oral de pacientes edéntulos ou parcialmente edéntulos,
melhorando a mastigacdo, nutricdo, fonética e estética, com impacto positivo no seu bem-
estar psicolégico e social, além da qualidade de vida . A resina PMMA apresenta
propriedades desejaveis como adequada resisténcia, biocompatibilidade, insolubilidade em
fluidos orais, estética satisfatoria, custo moderado e facilidade de manuseio. Apesar destes
aspectos positivos, as bases de proteses confeccionadas em PMMA suportam o crescimento
de biofilmes microbianos e podem atuar como reservatorios de patdgenos oportunistas
capazes de desencadear infeccdes orais e sistémicas **’. Diferentes biomateriais, incluindo
PMMA, podem ser revestidos com nanoparticulas de Ag ou nanocompositos contendo Ag,
objetivando melhorar as suas propriedades biologicas, especialmente com relacdo a adesdo e a
colonizacdo de microrganismos . Na cavidade oral, particularmente, o fungo C. albicans
pode proliferar-se facilmente nas bases de proteses de resina acrilica, formando biofilmes que
tem sido frequentemente associados a patogénese da estomatite protética, doenca comum que

acomete usudrios de proteses removiveis 2 °" 127133151 “Além da alta incidéncia em usuérios
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de proteses, a estomatite protética merece atencdo porque os biofilmes atuam como
reservatorios de microrganismos. Tem sido relatado que espécies de Candida da cavidade oral
podem colonizar o trato gastrointestinal superior e causar septicemia e pneumonia em
pacientes imunocomprometidos ** % *"°. Nesse contexto, estratégias visando a prevencéo ou a
inibicdo da adesdo de C. albicans e, consequentemente, a formacdo de biofilmes, séo de
grande interesse e constituem campo importante de pesquisas. Assim, a utilizacdo de filmes
contendo Ag, como revestimento de biomateriais como o PMMA, tem significado pratico e
merece ser avaliada.

Entre os varios métodos de modificagdo de superficie de biomateriais, tem se destacado
os tratamentos assistidos a plasma % 118 1% 1% 0 plasma pode ser descrito como um gas

parcialmente ionizado %

. Quando energia adicional é fornecida a um gas, as particulas
colidem umas com as outras, liberando elétrons, gerando ions e o gas apresenta carga elétrica.
Esse estado da matéria (quarto estado) é denominado de plasma, que contem, além de
particulas neutras, um numero praticamente igual de particulas com cargas positivas e
negativas. Ha varios métodos para fornecer energia ao gas para gerar o plasma, sendo o0 mais
comumente utilizado a aplicacdo de um campo elétrico ou eletromagnético. Por isso, o plasma
frequentemente ¢ denominado de “gas discharge”. Dentre as correntes alternadas de descarga
(“AC discharges™) a mais utilizada ¢é a radio-frequéncia (RF), que é tipicamente 13,56 MHz
(116). Assim, os tratamentos a plasma consistem em uma mistura gasosa composta de
elétrons de alta energia, ions, fétons ultravioleta e espécies reativas com energia para quebrar
ligacGes covalentes na superficie do material e, consequentemente, alterar suas caracteristicas
superficiais . O plasma pode ser frio (“cold plasma™) ou térmico (“thermal plasma™) .
Assim, nos tratamentos a plasma, a temperatura do gas pode permanecer tdo baixa quanto a
temperatura ambiente, possibilitando o tratamento de materiais sensiveis a altas temperaturas
7285171 tais como polimeros utilizados para bases de proteses removiveis. Uma forma de se
obter o plasma frio é utilizar baixa press&o, em sistemas a vacuo . Varias vantagens tem sido
atribuidas aos tratamentos a plasma. Tendo em vista que a profundidade desses tratamentos
limita-se a poucos nandémetros da superficie, esses permitem modificacdes superficiais, como
aumentar a molhabilidade, biocompatibilidade e durabilidade, sem influenciar as propriedades
internas (“bulk”) dos materiais * ™ ®. Além disso, essa técnica é seca, rapida e pode ser
usada para uma ampla variedade de materiais °. Esses aspectos fazem com que o plasma
apresente grande potencial para aplicacbes na Odontologia. Entretanto, esses tratamentos

ainda ndo foram extensivamente explorados.
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Nos tratamentos assistidos a plasma, as condi¢cbes de processamento que incluem a
poténcia, a pressdo, a composi¢do quimica do plasma e a natureza do substrato determinardo
se a modificacdo da superficie ocorrerd por meio da deposicdo de um filme, incorporacao ou
remocao de espécies, ou ainda, por alteracdes estruturais induzidas por modificacdes quimicas
18 A pulverizacio catédica é um dos métodos de revestimento mais verséteis, que consiste em
uma camara de vacuo em que o plasma de um gas veiculo (geralmente Argénio - Ar) é usado

%2 Neste processo, alvos sélidos sdo bombardeados com as particulas

para criar ions
energéticas (ions acelerados) para ejetar atomos na fase gasosa. Estes atomos/moléculas
extraidos ou aglomerados de atomos/moléculas sdo, em seguida, depositados sobre o substrato
4 Para aumentar a eficiéncia de pulverizacio, pode ser aplicado um campo magnético na
superficie alvo, e a fonte de energia utilizada para criar o plasma pode ser proveniente de
corrente continua (CC) ou de radiofrequencia (RF) . De particular interesse, a deposicdo por
pulverizacdo por magnetron de RF permite a sintese de peliculas finas contendo prata em

baixas temperaturas 14, 62,

, sendo apropriado para polimeros termicamente sensiveis
Recentemente, a deposi¢cdo de um revestimento antibacteriano de nanoaglomerados de
prata/compdsito de silica sobre a superficie de proteses oculares confeccionadas em PMMA
foi obtida pela técnica de co-pulverizacdo por RF 3. Entretanto, embora alguns autores
tenham estudado esse tipo de modificacdo de superficie, a viabilidade, a caracterizacdo e a
atividade contra a adesdo de C. albicans de filmes finos contendo Ag-SiO, depositados em
PMMA utilizado como base de protese, pelo método de co-pulverizacdo ainda precisam ser
melhor investigadas.

Com base nessas consideracdes, foi considerado oportuno avaliar a sintese, a
caracterizacdo e as propriedades antimicrobianas de compostos (Oxidos bimetélicos)
associados a prata, bem como de filmes contendo Ag depositados a plasma sobre resina

acrilica.
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7 CONCLUSAO

De acordo com as condi¢des experimentais avaliadas, os resultados obtidos permitiram

concluir que:

e Os metodos hidrotermal assistido por micro-ondas e co-precipitacéo e a variacao
das condicBGes de sintese permitiram a obtengdo dos 6xidos bimetalicos o-
Ag;WO, e B-AgoMoO, com diferentes morfologias, faces cristalograficas e
propriedades, conforme demonstrado pelas técnicas de caracterizacdes
utilizadas.

e Os testes microbioldgicos realizados com células plancténicas e biofilmes de C.
albicans, SARM e E. coli evidenciaram que todos 0s microcristais apresentaram
atividade antimicrobiana, tendo sido o a-Ag,WO, 0 mais efetivo, e a bactéria E.
coli a mais susceptivel aos compostos avaliados.

e Os resultados da segunda etapa deste estudo mostraram que a técnica de co-
pulverizacdo catddica a plasma permitiu a deposicdo dos filmes Ag/SiO,7,
Ag/SiO,15, Ag e SiO; sobre a resina acrilica para base de préotese (PMMA).

e As técnicas de caracterizacdo utilizadas demonstraram que os filmes depositados
apresentaram caracteristicas e propriedades distintas, e os testes microbioldgicos
evidenciaram que o filme Ag/SiO,15 foi 0 mais efetivo na redugéo da adeséo de

C. albicans a resina acrilica.
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