UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

Faculdade de Odontologia de Araraquara

Amanda Fucci Wady

PROPRIEDADE ANTIFUNGICA DE UMA
RESINA PARA BASE DE PROTESE
MODIFICADA COM NANOPARTICULAS DE

PRATA

Araraguara
2011



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

Faculdade de Odontologia de Araraquara

Amanda Fucci Wady

PROPRIEDADE ANTIFUNGICA DE RESINA PARA BASE DE PROTESE

MODIFICADA COM NANOPARTICULAS DE PRATA

Dissertacdo apresentada ao Programa de PGs
Graduacdo em Reabilitagdo Oral — Area de Prétese,
da Faculdade de Odontologia de Araraquara, da
Universidade Estadual Paulista para obtencdo do

titulo de Mestre em Reabilitacéo Oral

Orientadora: Prof2 Dr2 Ana Lucia Machado

Araragquara
2011



AMANDA FUCCI WADY

PROPRIEDADE ANTIFUNGICA DE RESINA PARA BASE DE PROTESE

MODIFICADA COM NANOPARTICULAS DE PRATA

COMISSAO JULGADORA

DISSERTACAO PARA OBTENCAO DO GRAU DE MESTRE

Presidente e Orientador: Profa. Dra. Ana Lucia Machado
2 Examinador: Prof. Dr. Carlos Eduardo Vergani

3 Examinador: Prof. Dr. Valtencir Zucolotto

Araraquara, 17 de fevereiro de 2011



DADOS CURRICULARES

Amanda Fucci Wady

NASCIMENTO: 04/01/1986

FILIACAO: Gilberto Elias Wady e Joana Fucci Wady

2004-2007- Graduacao em Odontologia - Faculdade de Odontologia de
Araraquara - UNESP

2008-2011- Mestrado em Reabilitacdo Oral - Faculdade de Odontologia de
Araraquara - UNESP



Dedicatéria

Dedico este trabalho:

A Deus, por proteger-me e me iluminar sempre, fazendo-me substituir as incertezas

pela seguranca e o medo pela vitéria.

Senhor Jesus!!!

Agradeco pela Tua protecao no dia de ontem e no dia de hoje. Os trabalhos
aos quais me dediquei foram proficuos, gracas a Tua protecdo e eu como uma
criatura agradecida, venho aos Teus pés exultante, dar oferenda em sentimento das
minhas vitérias, pois sei que tudo na vida esta em Tuas Maos. Agradeco, ainda
pelas oportunidades que me foram dadas e, principalmente por ter conhecido
pessoas tado especiais, que junto ao senhor puderam me mostrar caminhos, que
tenho seguido. Muito obrigada pelas palavras consoladoras que me chegam de
todas as formas.

Eu sigo e sempre seguirei os Teus passos a todo o instante e ofereco aos

meus irmaos tudo o que o Tu me ensinas e que eu aprendo com avidez.

Sinto-me sempre amparada pelo Senhor!!

Muito obrigada!!!



Aos meus pais, Gilberto e Joana, que sempre me ensinaram a viver com
dignidade e sempre se dedicaram para que eu conseguisse trilhar o meu caminho.
Muitos momentos tiveram que renunciar seus sonhos e me ajudaram de todas as

formas para que o meu fosse realizado.

Aos meus irmaos Ariel, Ariane e Arthus e aos meus cunhados Paulo e
Denise, que também sempre estiveram ao meu lado, torcendo por mim, valorizando
minhas conquistas e me ensinando a reconhecer ainda mais o valor da vida e de

cada uma de suas fases.

Aos meus sobrinhos Rafael, Marina e Pedro por me darem tantas alegrias e

momentos de diversao.

Muito obrigado por tudo!

Amo vocés!



Agradecimentos Especiais

Ao meu amigo Eduardo (Du) que sempre esta ao meu lado. Sei que sou uma
pessoa de muita sorte, pois tenho um amigo verdadeiro!!! Sempre disposto a ajudar,
nao importa se sera facil ou dificil, sempre diz sim!! Fundamental em todas as etapas
da minha vida!! Um amigo sincero, paciente e que respeita as dores, alegrias e cada

momento que o préximo esta vivendo!! Muito obrigada!!!

...E seu principal objetivo de ser o de ser amigo.

Precisa-se de um amigo que faca a vida valer a pena, ndo porque a vida é bela, mas
por ja se ter um amigo.

Precisa-se de um amigo que nos bata no ombro, sorrindo ou chorando, mas que nos
chame de amigo.

Precisa-se de um amigo para ter-se a consciéncia de que ainda se vive.
Carlos Drummond de Andrade

A minha amiga Camilinha:

A primeira palavra que me vém a cabeca € gratiddo. Uma pessoa muito
especial, com uma coracao enorme que soO poderia pertencer a ela. Todos seus atos
sdo com extrema compreensdo e bondade. Sinto muita admiragdo como pessoa e
profissional e tenho-a como um exemplo. Nao caberiam todas as palavras
necessarias para expressar minha sincera felicidade em té-la como amiga. Muito

obrigada!



A minha querida orientadora, Prof2. Ana Lucia:

Desde quando comecei como aluna de iniciacdo cientifica, sentia uma
admiracao muito grande. Achava impressionante sua forma de ministrar aulas e sua
capacidade de passar todo o conhecimento. Com o passar do tempo, fui também,
conhecendo como orientadora, e entdo, pude ver uma verdadeira orientadora, que
tem habilidade de ajudar seus orientados, ndo fazendo por eles, e sim ensinando-o0s
como conduzir seus trabalhos. Além disso, sempre expressa seus gestos e atitudes
com muita educacdo e elegancia. Consegue admiravelmente, ampliar seu
conhecimento e aprender mais a cada dia. Uma pesquisadora com coragem e
ousadia em desenvolver novas pesquisas. Sem duvida, pude melhorar muito com
seus ensinamentos, como pesquisadora, dentista e como pessoa. Assim, nada mais

do que agradecer pela paciéncia e dedicacdo durante esses anos!!

Ao querido Prof. Vergani, que com sua rigidez e carinho pode sempre estar
junto a minha orientadora, acompanhando todos os passos de nossas pesquisas.
Uma pessoa que atua com muita precisdo e conhecimento em cada decisédo e
atitude a ser adotada. Aproveito, neste agradecimento, para mostrar sincera

admiracao e gratiddo por té-lo como professor. Muito obrigada!

Ao querido Prof. Zucolotto, que tenho muita admiragcdo pela coragem em
arriscar o desenvolvimento de uma pesquisa com profissionais de outra area,
enfrentando as dificuldades. Uma pessoa muito paciente em ouvir, sempre buscou
nos entender e fez com que nossos pedidos pudessem ser realizados. Muito

obrigada!

Ao Jorg, que com seus conhecimentos pode nos ajudar em momentos muito
dificeis durante o desenvolvimento dessa pesquisa. Sua dedicagdo e atencdo foi

fundamental para que o andamento deste estudo pudesse ser concretizado.



Aos professores da Prétese Parcial Removivel, Prof2. Eunice e Prof2. Dr2,
Ana Claudia, que junto a “familia removivel” formam uma verdadeira equipe e
desenvolvem pesquisas com seriedade, dedicagdo e determinacdo. Obrigada por
compartilhar comigo suas experiéncias cientificas e de vida, as quais influenciaram
de forma muito positiva em muitas de minhas decisbes e encorajaram-me em

diversos momentos.

Ao meu namorado Vinicius, que estd sempre ao meu lado em todos os
momentos, deixando-os muito mais felizes e maravilhosos. Agradeco a Deus sempre
por ter colocado uma pessoa tdo especial na minha vida.

O tempo é muito lento para os que esperam, muito rapido para os que tém
medo, muito longo para os que lamentam, muito curto para os que festejam. Mas
para os que amam, o tempo € eternidade. (William Shakespeare).

Meu amor, muito obrigada por tornar meus momentos eternos e por me

acompanhar nessa conquista.



Agradecimentos

Aos docentes e funcionarios do Departamento de Materiais Odontoldgicos e Protese
da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP, por permitirem o
desenvolvimento deste trabalho, em especial a Martinha, Malu, pela amizade e pela

atencéao dispensada.

Aos Professores do Curso de Pés-Graduacdo em Reabilitagdo Oral, pela orientagéo,

pelos ensinamentos e pelo apoio.

Aos Funcionarios da Pos-Graduacao, por toda atencao, auxilio e disponibilidade, em

especial a Mara.

Aos Funcionarios da Biblioteca, pela ajuda prestada em prol deste trabalho.

A Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP.

A CAPES pela bolsa de mestrado e em especial a FAPESP, também pela bolsa de
mestrado (processo 2008/07454-9) pelo auxilio & pesquisa concedido para a

realizacéo deste trabalho (processos 2008/11700-5).

Aos estimados amigos de Pds-Graduacdo, em especial Mariana Basilio, Sabrina,
Filipe, Diana, Juliana, Marianinha, Karen, Fer, Pierri, Carol, Ana Paula, Larissa,

Cadu, Ana Lu, Paula, Cris, Livia pela amizade e pelos momentos de descontracao.

Aos meus amigos Dani, Mari e Ewerton e por terem me acompanhado nessa

trajetoria e, mesmo longe permanecem no meu coragao.

Aos meus amigos André e Julié que com muito carinho e paciéncia me acompanham

em cada momento de dificuldade e alegria.



A minha vo Ema e a todos os meus tios, primos e familiares que sempre acreditaram
em mim e muito incentivaram a busca por meus ideais, e que sempre torceram pelas

minhas conquistas.

Aos queridos amigos Ju Godoy, Vivian, Mamé, Ju Rossignolo, Bruna Lopes, Camila
Rossignolo, Melissa, Ju Prata, Aline Lopes, Bruna Bochio, Delise e Mario Verzola
gque sempre mostraram gestos de carinho, atencdo e delicadeza e me fizeram

perceber o quanto vocés sdo especiais! Obrigada pela amizade!!
Aos amigos Marcelo Del’Acqua, Zé Mauricio ao Prof. Kiko, Prof. Boreli e ao Prof.
Rogério pela troca de conhecimentos e por se tornarem pessoas importantes na

minha trajetéria.

As técnicas Sonia e Estela que sempre me ajudaram com muito carinho e muita

atencéo.

As alunas de iniciacdo cientifica Patricia e Haline que sempre com entusiasmo e

eficiéncia puderam me ajudar.

A tia Nadir, ao tio Marco, & Patricia e ao César por sempre acreditarem e torcerem

por mim.

A minha amiga e professora de inglés Fernanda por me ensinar e ajudar a superar

minhas dificuldades com tanta sabedoria e paciéncia. Muito obrigada!

A Néia por ter sempre a paciéncia de organizar tudo o que preciso.

Aos alunos Rodrigo e Elias por terem ajudado no desenvolvimento deste projeto.



Muito obrigado a todos aqueles que, direta ou indiretamente,

fizeram parte desta etapa de minha vida!

Cada um que passa em nossa vida,
passa sozinho, pois cada pessoa é Unica
e nenhuma substitui outra.
(Antoine de Saint-Exupéry)



SUMARIO

RESUIMO . ... e et e e e e e e e e 14
ADSTIACT. ... e 17
N [N A o Lo [0 Yo Lo U PPPUPTPRPTRRP 20
2 REVISEAO 08 LITEIATUTA. .. .uuiiiiiieiiiieie et e e e e e e e 26
G e o oo 1] o3> Lo TR TSRS 49
A MaAterial € METOTO.....ceiiiiiiiiiiiiie et e e e e e e eeaeean 51
4.1-Preparo e caracterizagdo da solugdo de AgNPS. ..., 51
4.2-Microrganismo e condigcOes de CresCimentO.........uecceeeeeieeeeeeeeieeeeeiiiie e 51
4.3-Determinacao da suscetibilidade antiflngica...........ccccceeeiiiiiiiicicciiiiiiieee, 53
4.4-Incorporacao da solucdo de AgNPs aresina acrilica ..........ccoeeeeeeiiiiiiiicinnns 54
4.5-ConfeCcCA0 dOS COMPOS-UE-PrOVa...ccuuuuuuuuniaiieeeeeeeeiiieeeiiiiiiiaaaaa e e e e e eeeeeeeeeeesnnnnes 54

4.6-Medida do angulo de contato para avaliar a hidrofobicidade/hidrofilicidade

(o R VT o1=T o ToT 1= TP POSPPP R 57
4.7-Medida da rugosidade superficial..........cooiiiiiiiiiiiii 58
e S (=0 [T [T =T oo - VPP 59
4.8.1- Microrganismo e condi¢cOes de CreSCiMeNntO........cceeeeeeeeeeeeeieeeeeiiiiiiene 59

4.8.2-Formacédo dos Biofilmes de Candida albicans nos corpos-de-

O (0 1= VP 59
4.8.3-ENSAI0 0 XT T .ttt e e e e e e e e e e e e e et bbb a e e e e e e e eeaaeeeeees 61
5 RESUITAAOD. ...t a e e e e 63
5.1-Caracterizacao da solucao de nanoparticulas de AgNPS..........cccccvvvvviieennnen. 64
5.1.1- Espectroscopia Eletrénica Ultravioleta Visivel (UV-VIS).......ccccccccvviieeeeennnn. 64
5.1.2-Espectroscopia Vibracional na regiao do Infravermelho
[ L U PEPR PO 64
5.1.3- Espalhamento de luz (Dynamic Light Scattering - DLS)........ccccccoeveevvennnnn. 66
5.2-Suscetibilidade antifUngiCa..........ccooiiiiiiiiiiiiiiie e 67
5.3-ANQUIO 08 CONLALO......eceiieeeeeeeeeeee ettt ettt ee e et eeeee e 67
5.4- Testes de aderéncia e formacédo de biofilme.......ccccccoceeiicc, 68
B ol U 117 o PRSPPI 71

T G ON C US A . e e s 77



Propriedade antifiingica de resina para base de prétese modificada com nanoparticula de prata

B R B I BN CIAS . et e

S AN o 1T o o [ o3 = S0 PP



RESUMO



Wady AF. Propriedade antifingica de resina para base de prétese modificada com
nanoparticulas de prata [Dissertagdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2011.

Resumo

Apesar do uso de drogas antifUngicas no tratamento da estomatite protética,
frequentemente a infeccdo € persistente e a resisténcia microbiana tem sido
observada nos biofilmes de Candida albicans. Dessa forma, existe a necessidade de
se desenvolver outros agentes antimicrobianos tais como as nanoparticulas de prata
(AgNPs). Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de uma solucao
preparada de AgNPs sobre C. albicans em suspensdo. Além disso, os efeitos da
incorporagéo de diferentes concentracdes da solugcdo de AgNPs em uma resina
acrilica para base de protese e o armazenamento por periodos de até 180 dias no
angulo de contato, adesdo e formacgédo de biofilme foram avaliados. A solucéo de
AgNPs foi sintetizada por meio de reducéo quimica utilizando borohidreto de sodio
(NaBH4;) como agente redutor e polivinil alcool (PVA) como estabilizante, e foi
caracterizada utilizando espectroscopia UV-visivel (UV-vis), espectrometria de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e espalhamento de luz dindamico
(DLS). A susceptibilidade antimicrobiana da solucdo de AgNPs de diferentes
concentracoes (de 1000 a 20 ppm) foi avaliada em C. albicans suspenséo (ATCC
90028). A solugéo de AgNPs foi também misturada com o p6 da resina para produzir
resinas acrilicas com AgNPs incorporadas nas concentra¢des finais de 1000, 750,
500, 250 e 30 ppm. Resina sem AgNPs foi utilizada como controle. Amostras em
forma de discos (13 x 2 mm) de cada concentragdo (n=72) foram preparadas e
armazenadas em PBS estéril por 0, 7, 90 e 180 dias (n=18). ApGs esses periodos,
os angulos de contato foram mensurados em um goniémetro. A seguir, 9 amostras
de cada concentragdo foram utilizadas para o teste de aderéncia de C. albicans (90
minutos de incubacdo), e 9 para o teste de formacgdo de biofilme (48 horas de
incubacgdo). Os efeitos da solugdo de AgNPs e das amostras de resina acrilica para
base de protese na C. albicans foram avaliados utilizando o método de reducdo do
XTT. O método de reducao quimica descrito neste estudo possibilitou a obtencdo de

uma solucdo de AgNPs com, aproximadamente, 9 nm, que demonstrou alta
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atividade antifungica contra C. albicans, em todas as concentra¢gfes avaliadas. Apos
a incorporagdo da solucdo de AgNPs a resina acrilica para base de protese, ndo
houve efeito significativo contra C. albicans, em todas as concentragdes avaliadas. A
incorporacdo da solucdo de AgNPs a resina acrilica proporcionou reducdo dos
valores médios de angulo de contato; entretanto, ndo houve efeito significativo na
aderéncia ou na formacéo de biofilme de C. albicans. Houve aumento dos valores de
angulo de contato e de absorbancia obtidos nos testes de adeséo e formagéo de

biofilme apds o armazenamento dos corpos-de-prova por periodos de 90 e 180 dias.

Palavras-chave: Candida albicans, nanoparticulas, protese total, biofilmes,

estomatite.



ABSTRACT



Wady AF. Antifungal properties of a denture base resin modified with silver
nanoparticles [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da

UNESP; 2011.

Abstract

Despite the use of antifungal drugs to treat denture stomatitis, infection is often
persistent and antifungal resistance has been observed in C. albicans biofilms.
Therefore, there is a need to develop alternative antimicrobial agents such as silver
nanoparticles (AgNPs). Thus, the objective of this study was to evaluate the effect of
a prepared AgNPs aqueous solution against C. albicans suspension. Additionally, the
effects of incorporation of different concentrations of the AgNPs solution into a
denture base acrylic resin and storage for up to 180 days on the contact angle, C.
albicans adhesion and biofilm formation were evaluated. The AgNPs solution was
synthesized by chemical reduction using sodium borohydride as reducing agent and
polyvinyl alcohol as stabilizer, and was characterized by UV-visible spectroscopy,
Fourier transform infrared spectroscopy and Dynamic Light Scattering. The
antimicrobial susceptibility of AgQNPs solution of different concentrations (from 1000 to
20 ppm) was performed against C. albicans suspension (ATCC 90028). The AgNPs
solution was also mixed with the acrylic powder to produce silver-incorporated acrylic
resins at the final concentrations of 1000, 750, 500, 250 and 30 ppm. Resin without
AgNPs was used as control. Disk-shaped samples (13 x 2 mm) of each
concentration (n=72) were prepared and stored in sterile PBS for 0, 7, 90 and 180
days (n=18). After the storage periods, the contact angles were measured in a
goniometer. Then, 9 samples of each concentration were used for the C. albicans

adherence assay (90 minutes of incubation), and 9 for the biofilm formation assay (48
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hours of incubation). The effects of the AgNPs solution and the denture base acrylic
resin samples on C. albicans were evaluated using the XTT reduction assay. The
AgNPs solution, with nanoparticles of, aproximately 9 nm, demonstrated high
antimicrobial activity in all tested concentrations. After the AgNPs were incorporated
into the denture base acrylic resin, no effect was observed against C. albicans. The
incorporation of the AgNPs reduced the contact angles of the denture base acrylic
resin; however no effect on the C. albicans adherence and biofilm formation was
observed. There was significant increase in the mean contact angles and mean
absorbance values obtained in the C. albicans adherence and biofilm formation
assays, after the specimens were stored for 90 and 180 days.

Keyword: Candida albicans, nanoparticlews, dentures, biofilms, stomatitis



INTRODUCAO



1 Introducéo

As espécies de Candida sédo encontradas na cavidade bucal de 60 a 100%
dos pacientes usuarios de préteses removiveis® e estdo entre os agentes
etioldgicos mais comuns de infecgdes fangicas®. Esses microrganismos se aderem
a superficie da prétese, formando um biofilme® que atua como um reservatério de
microrganismos®*, podendo resultar em alteracdes patolégicas na mucosa de
revestimento. Dentre essas alteracdes, a mais comumente observada é a estomatite

115873 que segundo Budtz-Jorgersen et al.”, ocorre em 72% dos

induzida por protese
usuarios de prétese. Essa patologia pode se apresentar, clinicamente, como
hiperemia localizada, éarea eritematosa difusa ou hiperplasia da mucosa,
freqllentemente associada com areas atréficas®. Apesar das espécies Candida
krusei, Candida glabrata e Candida parapsilosis, entre outras, serem reconhecidas
como importantes patégenos, a C. albicans ainda € considerada como o agente
etioldgico principal dessa patologia®!®. Embora as infec¢des orais por Candida nao
sejam diretamente associadas a mortalidade, elas constituem causa de morbidade e
resultam em dor crénica e desconforto na mastigacdo, limitando a nutricdo de
individuos imunosuprimidos e idosos>".

Além da sua alta incidéncia em usuarios de prétese, outra preocupagdo em
relacdo a estomatite induzida por prétese é a possibilidade de desencadear infec¢éo
em outros sistemas. Tem sido relatado que a degluticdo ou aspiragdo continua de
microrganismos presentes no biofilme formado nas superficies das proteses expde
os pacientes a riscos de infeccdes®. Fanello et al.'®, em 2006, demonstraram uma
associagéao significativa entre a colonizagéo oral e a infecgdo nosocomial por fungos
em pacientes idosos hospitalizados. A disseminacdo das espécies de Candida, da
cavidade bucal para o trato gastrointestinal superior ou vias sanguineas torna-se
ainda mais relevante nos individuos que apresentam o sistema imunoldgico
comprometido, como os portadores do virus HIV. Em estudo recente®, foi
constatado que, dos 85 pacientes HIV positivos avaliados, 35 apresentaram
infec¢gBes fungicas invasivas, sendo a C. albicans o patdégeno mais frequente. Os 35
pacientes foram submetidos a tratamento antiviral e antifangico, tendo sido

observada resposta positiva em 27 e evolucao para 6bito em 8.
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O tratamento da estomatite induzida por prétese varia de acordo com o grau
de severidade da infeccdo fungica e pode ser tanto tépico como sistémico,
utilizando-se antifingicos como a nistatina, e o fluconazol**°*®’. Apesar de esses
medicamentos proporcionarem melhora no quadro clinico, eles apresentam
limitagbes como: dificuldade dos pacientes, particularmente os idosos, em seguir de
forma correta a posologia recomendada*’; aparecimento de cepas com resisténcia
secundéria que se desenvolvem como resposta da exposi¢cdo do microrganismo a
droga "?; induc&o de efeitos hepatotéxicos e nefrotéxicos™?.

Outro aspecto importante € que o biofilme presente na superficie das proteses
constitui uma comunidade complexa na qual ocorrem interagcées das células com o
substrato, entre os microrganismos, e a producdo de matriz extracelular’®. Os
biofimes sdo dificeis de serem eliminados e aumentam a resisténcia dos
microrganismos aos agentes antimicrobianos®'. Dessa forma, a reincidéncia da
estomatite induzida por prétese foi observada em 50% dos casos,
independentemente da terapia utilizada®. Além disso, estudos tém demonstrado que
os biofilmes sao significativamente menos susceptiveis aos agentes antimicrobianos
que as células na forma plancténica®’**%®. Esses aspectos indicam que o tratamento
dessa patologia deve inativar a C. albicans presente tanto na mucosa oral como nas
proteses®®. Alguns métodos tém sido recomendados para a remog¢&o ou inativacdo
do biofilme como: escovacdo da protese associada com imersdo em solucdes
desinfetantes* e irradiacdo com energia de micro-ondas®*®. Entretanto, da mesma
forma que os agentes antifungicos, esses métodos também apresentam algumas
desvantagens, como possiveis efeitos citotoxicos das solucdes desinfetantes®’,
alteracbes nas propriedades fisicas e mecanicas das resinas acrilicas utilizadas na

confeccdo das prétese58'35'45'5°'71

e a limitagdo motora dos pacientes idosos que
pode dificultar a correta escovacdo®.

Em funcdo das limitagbes e desvantagens apresentadas, uma importante
alternativa terapéutica para a estomatite induzida por protese seria a prevencao ou a
reducdo da aderéncia da C. albicans sobre a parte interna das proteses. A adeséo e
colonizacdo da Candida, tanto as superficies organicas quanto inorganicas* é um
processo complexo e varios fatores estdo envolvidos, dentre os quais podemos
destacar a hidrofobicidade da superficie celular e do substrato®!926:4347.60-61

Estudos tém demonstrado que existe uma relacdo entre o numero de Candida
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aderidas por unidade de area e o angulo de contato do substrato, ou seja, quanto
mais hidrofébica a superficie, maior a aderéncia*®?***%°. Segundo Klotz et al.?®, em
1985, os resultados por eles obtidos evidenciaram que a aderéncia de Candida spp.
as superficies plasticas € predominantemente controlada por for¢cas hidrofobicas,
designadas de forcas de atracdo London van der Waals. As caracteristicas da
rugosidade da superficie do substrato também podem afetar a formacé&o inicial e o
desenvolvimento dos biofiimes de C. albicans™®.

Um possivel método para a prevengdo ou reducdo da aderéncia da C.
albicans sobre a parte interna das proteses seria a modificacdo das resinas para
base de prétese, por meio da adicdo de agentes antimicrobianos. A prata é, de longa

24,40

data, reconhecida por sua ampla propriedade antimicrobiana e tem sido

estudada no desenvolvimento de agentes antimicrobianos alternativos®?2%3741.68
Materiais contendo esse metal tém sido utilizados em diversas aplicagées, como por
exemplo, na reducéo de infecgcdes em tratamentos de queimadura, bem como na
prevencdo da colonizacdo bacteriana em tecidos, proteses ortopédicas, cateteres,
enxertos vasculares, materiais dentarios restauradores e como inibidor de
degradacdo em cosméticos?®#327:34425376 o5 jons de prata e os compostos que
contém prata sdo altamente téxicos para 0s microrganismos, demonstrando alta
atividade biocida em vérias espécies de bactérias?>®®. Os possiveis mecanismos por
meio dos quais 0s ions de prata inativam os microrganismos séo inibicdo da sintese
de ATP, desnaturagdo do DNA e bloqueio das cadeias respiratérias dos
microrganismos, atuando em algumas enzimas®. Outro aspecto relevante a ser
mencionado € que os resultados, em geral, ttm demonstrado que as bactérias
apresentam baixa propensdo ao desenvolvimento de resisténcia aos produtos que
contém prata®? .

Recentes avancos tém proporcionado a oportunidade de se criar novos tipos
de materiais nanoestruturados com caracteristicas definidas de superficie e
propriedades estruturais °®. Segundo Kim et al.?*, em 2007, a reducéo do tamanho
das particulas dos materiais € um método eficiente e confidvel para se aumentar sua
biocompatibilidade. Além disso, tem sido proposto que a toxicidade é dependente do
tamanho e da forma da nanoparticula®, tendo sido observado que nanoparticulas
menores que 10 nm foram capazes de atravessar a membrana celular, e assim,

acumular-se dentro do microrganismo podendo alterar o seu funcionamento.
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Panacek et al.*?

, em 2006, relataram que quanto menor o tamanho da patrticula,
maior a area superficial para a interacdo com a membrana da célula microbiana,
aumentando o efeito bactericida. Assim, estudos recentes tém avaliado a atividade
antimicrobiana de AgNPs, as quais, por apresentarem efetividade antimicrobiana *? e
baixa citotoxidade em células de mamiferos®, tém sido um dos nanomateriais mais
comumente utilizados. Kong, Jang %%, em 2008, relataram que as AgNPs apresentam
atividade biocida maior que os ions de prata, na mesma concentragdo. Sondi,
Salopek-Sondi®®, em 2004, avaliaram a atividade antimicrobiana de AgNPs contra
uma bactéria Gram negativa e observaram, nas andlises microscoépicas, danos na
parede celular, liberacdo de substancias intracelulares, incorporagdo de AgNPs na
membrana celular, bem como penetragdo de algumas dessas particulas no interior
do microrganismo. Samuel, Guggenbichler®®, em 2004, relataram que a incorporagéo
de AgNPs em cateteres, mesmo em concentracées nao consideradas bactericidas,
apresentou efetiva acado antimicrobiana, prevenindo a aderéncia e proliferagdo dos
microrganismos e diminuindo, consequentemente, a formacgéo de biofilme. Também
foi relatado que a incorporacdo de AgNPs em matrizes poliméricas resultou em uma
superficie mais hidrofilica, o que diminuiu a aderéncia de microrganismos, a
formacdo de biofilme e a deposicdo de proteinas e eletrélitos responséavel pela

colonizagéo microbiana. Panagek et al.*?

, em 2006, sintetizaram AgNPs e avaliaram
seu efeito bactericida, tendo observado que houve inibicdo do crescimento e da
multiplicacdo de bactérias, incluindo cepas altamente resistentes a antibiéticos. Kim
et al.?®, em 2007, avaliaram o efeito de AgNPs no crescimento de 2 bactérias
(Escherichia coli e Staphylococcus aureus) e 1 fungo isolado de mastite bovina e
verificaram que houve inibicdo da bactéria Gram negativa e do fungo, em baixa
concentracdo dessas particulas. Kong, Jang?®, em 2008, sintetizaram nanofibras de
polimetil metacrilato (PMMA) contendo AgNPs e verificaram que essas fibras
apresentaram excelente potencial biocida em bactérias Gram positivas e negativas,
sugerindo sua aplicagdo em materiais utilizados na &rea biomédica. Um estudo
recente °°> demonstrou, além da ac&o bactericida da prata, sua acédo fungicida. Os
autores recobriram a superficie de cateteres plasticos com AgNPs e avaliaram a
atividade antimicrobiana utilizando 6 diferentes microrganismos, incluindo bactérias e

a C. albicans, e a toxicidade sistémica em ratos. Os resultados demonstraram que
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0s cateteres ndo apresentaram toxicidade e que, para a C. albicans, houve inibicéo
de 100% do crescimento e de 84 a 98% da formacéo de biofilme.

Outro aspecto importante a ser considerado é que o material modificado pela
incorporacdo de prata deve ser quimicamente duravel e liberar gradativamente os
ions de prata por longo periodo, mantendo, dessa forma, sua atividade
antimicrobiana. A oxidacdo da prata metélica (Ag®) das AgNPs para a espécie ativa
Ag® é possivel através da interacéo da prata com as moléculas de agua®®. Assim, a
difusdo da agua na estrutura do polimero pode controlar a liberagéo desses fons?’.
Yu et al. *°, em 2008, avaliaram a liberacdo de fons de prata de resina para prétese
a base de polimetil metacrilato (PMMA) imersa em saliva artificial a 37°C por periodo
de 54 dias. A liberagdo foi extremamente lenta indicando que atividade
antimicrobiana prolongada pode ser obtida. A concentracédo de prata adicionada ao
material também é um fator que pode influenciar essa liberacdo®®. Além disso,
resultados tém sugerido que, em polimero a base de metil metacrilato (MMA), nao
h& relacdo direta entre 0 aumento da quantidade de prata adicionada e a atividade
antimicrobiana e que existem concentra¢des 6timas para se prevenir a aderéncia de
bactéria, como o Streptococcus mutans®®. Embora alguns autores tém sugerido que
a efetividade antimicrobiana dos polimeros que apresentam AgNPs incorporadas é

relacionada com a liberacdo de ions de prata ou das préprias AgNPs?%2®

, outros tem
relatado que o efeito inibitério foi provavelmente devido ao contato direto entre os
microrganismos e os materiais®.

Esses resultados indicam que a incorporagao de prata em resinas utilizadas
na confeccdo das bases das proteses pode ser um método eficaz na prevencao da
estomatite induzida por prétese. Embora esse procedimento possa resultar em
beneficio para os usuarios de proteses, pouca informacdo foi obtida até o

9,66,75

momento , indicando a necessidade de novos estudos.
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2 Revisado da Literatura

Klotz et al.?®

, em 1985 avaliaram a afinidade hidrofébica das células flngicas
por avaliacdo bifasica agua-hidrocarbono e medida de &angulo de contato de
monocamada de microrganismos e dos substratos (politetrafluorretiieno —Teflon;
Polietiltereftalato - PET, polimetilmetacrilato - PMMA e poliestireno) objetivando a
caracterizacdo biofisica da aderéncia de Candida spp. as superficies poliméricas.
Além disso, os autores estudaram o envolvimento das forcas eletrostaticas no
processo de aderéncia, por meio da alteracdo de carga de superficie fangica por
bloqueio seletivo dos grupos amino e carboxil. Os resultados obtidos demonstraram
gque a hidrofobicidade fangica correlacionou bem com a tendéncia dos
microrganismos de aderirem-se ao poliestireno, independente do método utilizado
(medida do angulo de contato e avaliagdo bifasica dgua-hidrocarbono), exceto para
a C. krusei, o que pode indicar que essa espécie possui um mecanismo adicional
envolvido na aderéncia. Com relacdo a aderéncia fungica aos polimeros, foi evidente
gue houve uma relagdo linear entre 0 numero de células aderidas por unidade de
area e o0 angulo de contato do substrato, ou seja, quanto mais hidrofébica a
superficie, maior a aderéncia celular por unidade de &rea. Quando os autores
avaliaram as alteracbes de cargas realizadas nas superficies fungicas, eles
observaram que a carga positiva nos fungos ocasionou uma alteracdo do
comportamento de aderéncia, tornando-os, consideravelmente, mais aderentes.
Superficies poliméricas apresentam varios graus de carga superficial negativa. Da
mesma forma, todas as células vivas (incluindo os fungos) possuem carga superficial
negativa. Diante disso, os autores concluiram que as interacfes eletrostéticas
repulsivas realmente existem, porque na auséncia delas, a aderéncia é aumentada.
Eles ainda puderam supor que essas interacdes eletrostaticas, embora presentes e
capazes de influenciar a cinética de aderéncia sdo menores quando comparadas as
simultaneas forcas atrativas de London-van der Walls, ou hidrofobicas, considerando
gue mesmo na presenca delas (forcas repulsivas) a adeséo ocorre. Por esse motivo,
segundo os autores, as interacdes eletrostéticas repulsivas sdo sobrepostas pelas

simultaneas forcas atrativas de London-van der Walls.
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Samaranayake et al.®°

(1994) compararam a adeséo in vitro de vinte isolados
orais de C. krusei e cinco isolados de C. albicans as células epiteliais e as
superficies acrilicas. Além disso, os autores fizeram a inoculacdo das suspensdes
fungicas em ratos. Os resultados demonstraram que os isolados de C. krusei
aderiram em nameros significantemente maiores as células e as superficies acrilicas
comparados aos isolados de C. albicans. Entretanto, a inoculagdo nos animais
demonstrou que a C. albicans apresenta quase 11 vezes maior potencial de
colonizagdo comparada a C. krusei. Esse baixo potencial de viruléncia da C. krusei
também foi encontrado na avaliagcdo da adesdo dessa espécie as células epiteliais
bucais, onde valores menores de aderéncia foram encontrados comparados a
adesdo da C. albicans. Os autores sugerem que esses resultados apontam para o
fato de que o fendmeno da adesdo tem um papel decisivo na colonizacéo oral pela
Candida. O fato de a C. krusei ter apresentado afinidade cerca de 2 a 4 vezes maior
para o acrilico comparado as células HelLa pode ser explicado pela maior
hidrofobicidade da superficie celular dessa espécie comparada a C. albicans. Apesar
desses resultados, os autores consideraram que, em termos clinicos, o achado mais
interessante deste trabalho foi a reducéo significante da aderéncia de C. albicans as
células epiteliais bucais de individuos que se submeteram a transplantes de medula,
em comparacao as células de individuos saudaveis. Isto poderia ser explicado pelos
regimes de drogas topicas e sistémicas aos quais esses pacientes sdo submetidos.
Mas, os autores nao puderam justificar a adesao similar da C. krusei as células
epiteliais bucais, tanto de individuos saudaveis quanto de individuos doentes. Esse
resultado indica que regimes de droga comumente utilizados para pacientes
transplantados podem selecionar microrganismos menos comuns, tais como a C.
krusei em preferéncia a C. albicans. Portanto, os autores concluiram que o
mecanismo de adesdo desempenha um papel significante na colonizagdo da C.

krusei em ambos os individuos, doentes e saudaveis.

Luo, Samaranayake®® (2002) compararam a hidrofobicidade relativa de
superficie celular e a adeséo as superficies acrilicas de protese de 34 isolados de C.
glabrata e 15 de isolados de C. albicans. A relacao positiva entre esses dois fatores
também foi estudada para a C. glabrata, considerando que estudos anteriores com

outras espécies de Candida demonstraram relacdo proxima entre eles. Além disso,
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0s autores avaliaram o efeito da temperatura de crescimento (25 °C e 37 °C) na
hidrofobicidade de superficie celular e na aderéncia as superficies acrilicas. A fim de
avaliarem a aderéncia, os autores contaminaram corpos-de-prova de resina acrilica
autopolimerizavel de 5 x 5 mm? com os indculos padronizados na concentracdo de 1
x 10" cel/ml, durante 1 hora, a 37 °C. A medida da aderéncia foi realizada por meio
da técnica gram modificada e quantificada por meio de técnica automatica e manual.
A medida da hidrofobicidade foi realizada através de técnica de separacéo bifasica.
Os resultados demonstraram que as duas espécies apresentaram boa aderéncia as
superficies acrilicas, entretanto, a C. glabrata apresentou aderéncia 247% maior as
superficies acrilicas quando comparada a C. albicans, além de maior hidrofobicidade
relativa da superficie celular. As fotomicrografias demonstraram que todos o0s
isolados da C. glabrata apresentaram tamanhos menores e coaderéncia mais
pronunciada comparados aos isolados de C. albicans. Quando avaliada a relacao
entre a hidrofobicidade relativa da superficie celular e a adesao da C. glabrata e da
C. albicans, correlacao positiva significante foi encontrada, ou seja, quanto maior a
hidrofobicidade dos isolados, maior a tendéncia desses de aderirem-se as
superficies acrilicas. A variacdo de temperatura no meio de cultura afetou
significantemente a hidrofobicidade relativa da superficie celular de 4 dos 6 isolados
avaliados, entretanto, o padréo de alteracédo foi inconsistente. Da mesma forma, a
aderéncia da C. glabrata as superficies acrilicas acompanhou as alteracdes na
hidrofobicidade da superficie celular induzidas pela variacdo de temperatura, ou
seja, quando a hidrofobicidade da superficie celular de um determinado isolado de
C. glabrata aumentou, devido a variagdo da temperatura, houve um aumento
concomitante e proporcional na aderéncia as superficies acrilicas. Portanto, os
autores concluiram que os isolados de C. glabrata apresentaram hidrofobicidade de
superficie celular e aderéncia ao acrilico superiores comparadas aos isolados de C.
albicans, mas que estudos in vivo em modelos animais podem ser necessarios para

definir o significado desses achados na patogénese das infec¢des de C. glabrata.

Samuel, Guggenbichler®®, em 2004, relataram que cateteres contaminados ou
infectados sdo uma fonte importante de infecgbes hospitalares responsaveis por
mais de 40% de todos os episodios de sepse hospitalar. A utilizagdo de antibidticos,

assim como modificacbes nas superficies, ndo foi eficiente na prevencdo da
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contaminagcdo do interior dos cateteres. Os antibiéticos penetram no biofilme com
certa dificuldade e ndo alcangam concentragdes suficientes. E universalmente aceito
gue os antibidticos ndo podem ser utilizados para profilaxia, devido ao surgimento e
inducdo de resisténcia. Eles sdo eventualmente utilizados para terapias. Foi
demonstrado também que os desinfetantes sdo capazes de induzir a resisténcia
antimicrobiana. Assim, a utilizacdo da "atividade oligodindmica" da prata poderia ser
uma alternativa viavel sem os efeitos adversos dos antibioticos e desinfetantes: a
prata € um composto altamente ativo contra um amplo espectro de bactérias e
fungos que colonizam superficies plasticas. A distribuicdo uniforme de AgNPs ativa
por grama em diversos polimeros, como poliuretano e silicone, resultaram em
excelente atividade antimicrobiana contra um amplo espectro de microrganismos in

vitro.

Sondi, Salopek-Sondi®®, em 2004, avaliaram a atividade antimicrobiana de
AgNPs contra Escherichia coli (modelo de bactéria Gram-negativa). Testes
bacteriologicos foram realizados com diferentes concentracdes de AgNPs. Essas
particulas mostraram efeito bactericida. Microscopias eletronicas de varredura e de
transmissdo (MEV e MET) foram utilizadas para o estudo da agédo biocida dos
nanomateriais avaliados. Os resultados confirmaram que as células de E. coli
tratadas com AgNPs foram danificadas, mostrando a formacao de “pits” na parede
celular da bactéria e AgNPs foram observadas na membrana da bactéria. A
membrana com essa morfologia exibiu aumento significante da permeabilidade,
resultando em morte celular. Assim, segundo o0s autores, esses nanomateriais
podem ser preparados de maneira simples e com custo efetivo e podem ser
adequados para a formulagéo de novos tipos de materiais bactericidas.

Kumar et al.?®

, em 2005, afirmaram que h& muitas pesquisas sobre materiais
antimicrobianos contendo prata. A prata metalica é praticamente ndo reativa mas,
em meio aquoso, 0s ions de prata sdo liberados e a atividade antimicrobiana
depende do acumulo de baixa concentracdo de ions de prata no interior da célula.
Amostras de poliamida, preenchidas com varios tipos de prata comerciais e um po
de prata elementar, foram preparadas com a dimensao de 20 x 10 x 1 mm. A segulir,

a caracteristica de liberacdo de ions de prata em meio aquoso foi avaliada e
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discutida. A voltametria foi utilizada para estimar a quantidade de ions de prata
liberada dos compdsitos. A propriedade antimicrobiana foi avaliada utilizando-se S.
aureus, E. coli e C. albicans. A sensibilidade desses microrganismos foi determinada
pela contagem de colbnias apresentada apdés o teste com o material contendo
agente antimicrobiano durante um periodo de 28 dias. Foi observado que a liberacdo
dos ions de prata é dependente do tempo de imersdo em agua e da natureza da
prata. No armazenamento prolongado em agua, a capacidade biocida do compdsito
contendo a prata elementar € promissora comparada aqueles contendo a prata
comercial. Os compositos liberaram ions de prata em concentracdes capazes de
apresentar eficacia antimicrobiana e serem ativos contra os microrganismos. Houve
boa correlacdo entre os ions de prata liberados no experimento e os resultados dos
testes antimicrobianos. Os resultados da influéncia da natureza da prata, a
capacidade biocida da liberag&o de ions e a variagdo do armazenamento prolongado
sobre a propriedade de liberagcdo podem auxiliar na concepg¢édo de biomateriais se
interesse industrial.

Morones et al.®’

, em 2005, relataram que é esperado que a nhanotecnologia
abra novos caminhos para combater e prevenir doencas por meio da escala
nanométrica. Dentre 0S nanomateriais mais promissores, as nanoparticulas
metélicas possuem propriedades antibacterianas. O estudo dos nanomateriais
bactericidas é particularmente oportuno, considerando o recente aumento de cepas
de bactérias resistentes aos antibiéticos mais potentes. O presente trabalho estudou
o efeito de AgNPs com tamanho na faixa de 1-100 nm em bactérias Gram-negativas
com a utilizacdo a técnica “high angle annular dark Field” (HAADF) e MET. Os
resultados indicaram que as propriedades bactericidas das nanoparticulas séo
dependentes do tamanho, pois as nanoparticulas que apresentam interacdo direta
com as bactérias sao aquelas que tém, preferencialmente, um diametro de
aproximadamente, 1-10 nm.

Panacek et al.*?

, em 2006, afirmaram que a prata tem sido reconhecida pela
sua atividade antibacteriana desde os tempos da Grécia antiga. A atividade
antimicrobiana das particulas de prata coloidal é influenciada pelo tamanho de suas

particulas, ou seja, quanto menores as particulas, maior o efeito antimicrobiano. A
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forma mais comum de sintetizar AQNPs € a reducao quimica de uma solucao de sal
de prata com um agente redutor como o borohidreto (NaBH,), citrato e acido
ascorbico. Assim, neste estudo, os autores avaliaram a sintese de AgNPs coloidal
em um Unico passo, com controle do tamanho das particulas, bem como a atividade
antibacteriana das mesmas. Na sintese, a reducdo do céation [Ag(NH3).]+ foi
realizada utilizando-se 4 sacarideos como agentes redutores: 2 monossacarideos
(glicose e galactose) e 2 dissacarideos (maltose e lactose). Véarias concentragfes de
amonia foram avaliadas (0,005 a 0,20 mol/L) e o pH também variou de 11,5 a 13,0.
O tamanho médio, distribuicdo do tamanho, morfologia e estrutura das particulas
foram determinados pelo DLS, MET e Uv-vis. Os testes microbiol6gicos foram
realizados com bactérias Gram-negativas e positivas, incluindo cepas resistentes,
determinando-se a concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida
minima (CBM). Os resultados demonstraram que as particulas de prata coloidal
sintetizadas apresentaram tamanho médio de 25 a 450 nm, dependendo da
concentracdo de amoénia e do tipo de agente redutor utilizado. O tamanho das
particulas aumentou com o aumento da concentracdo de aménia. J& em relacdo ao
agente redutor, o tamanho das particulas obtido com os dissacarideos (lactose e
maltose) foi, em geral, menor que aquele obtido com os monossacarideos (glicose e
galactose), na mesma concentragdo de amonia; resultados confirmados pelas
andlises MET e DLS. Os testes microbiolégicos demonstraram que particulas de
prata sintetizadas utilizando-se dissacarideos como agentes redutores apresentaram
maior efeito antibacteriano do que aquelas sintetizadas com monossacarideos.
Segundo os autores, esse fendmeno ocorre devido ao tamanho das particulas, que é
menor quando utilizado dissacarideos comparados aos monossacarideos. Assim, 0
estudo concluiu que foi possivel sintetizar AgQNPs coloidal com tamanho controlado
através do método avaliado. Além disso, o pH e o agente redutor utilizados
influenciam no tamanho da particula, assim como a concentragdo de amonia. A
propriedade antibacteriana dessas nanoparticulas foi demonstrada com sucesso

contra bactérias Gram-negativas e positivas, incluindo cepas resistentes

Kim et al.?®, em 2007, afirmaram que os efeitos antibacterianos dos sais de
prata tém sido relatados desde a antiguidade. A prata é freqlientemente utilizada

para o controle do crescimento bacteriano, em varias aplicagdes, incluindo trabalhos
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dentais, cateteres e feridas por queimadura. O efeito antimicrobiano dos ions ou sais
de prata sdo conhecidos, mas o efeito das AgNPs sobre o0s microrganismos e
mecanismos antimicrobianos ndo séo claramente relatados. Para o estudo, foi
preparada uma solucdo de AgNPs a partir do nitrato de prata e do borohidreto como
agente redutor. Apos a solucdo obtida, foram realizados testes para avaliar o
tamanho, forma e distribuicdo das AgNPs. Foram também realizados testes para
avaliar a atividade antimicrobiana das AgNPs contra um fungo isolado de mastite
bovina, E. coli e S. aureus, por meio do método da difusdo em agar. Os valores da
concentracdo inibitéria minima (CIM) das AgNPs para os microrganismos foram
determinados. Além disso, foi realizado um estudo do efeito antioxidante das AgNPs
e nitrato de prata na atividade antimicrobiana. Para esse estudo foi utilizado a E. coli
inoculada em placas de MHA com 20 pL de AgNPs e nitrato de prata na
concentracdo de 33 nM, separadamente. Foi utilizado o N-acetilcisteina (NAC) como
agente antioxidante. Os resultados para o fungo isolado de mastite bovina
mostraram que a inibicdo do crescimento foi similar ao controle positivo (itraconazol)
na concentragédo da solucdo de 33 nM, com significante inibicdo na concentracéo de
13,2 nM. Assim, o CIM para esse fungo foi estimado entre 6,6 e 13,2 nM. Nos
resultados deste estudo, as AgNPs foram mais efetivas contra a E. coli, com o CIM
estimado entre 3,3 e 6,6 nM. Para S. aureus o efeito de inibicdo do crescimento foi
suave mesmo em altas concentracdes, e ndo teve efeito inibitorio significante
comparado com o controle positivo (gentamicina). Os testes realizados com o
antioxidante NAC mostraram que quando esse € utilizado, tanto para a solucdo de
nanoparticulas ou de nitrato de prata, o efeito antimicrobiano é anulado. Os autores
discutem possiveis mecanismos de inibicdo do crescimento dos microrganismos,
utilizando-se as AgNPs como agente antimicrobiano. Assim, 0s autores concluiram
gue as nanoparticulas preparadas com a metodologia desse estudo apresentam-se
promissoras como agente antimicrobiano. Baseados nesses resultados, as AgNPs
podem resultar em descobertas em varios campos como dispositivos médicos e

sistemas antimicrobianos.

Damm et al.'®, em 2007, avaliaram AgNPs elementares, as quais foram
sintetizados em poliamida 6 (PA6) com a reducgdo termica de ions de prata durante o

processamento da mistura do acetato PA6/silver. Foi avaliada a liberacéo de ions de
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prata da PAG6 saturada com 2% em peso de AgNPs durante 100 dias, obedecendo a
uma lei de velocidade (quantidade de prata liberada por litro de liquido imerso e por
cm? da superficie da amostra. Durante esse periodo, foram liberados da superficie,
aproximadamente,17 pug de prata por dia. O PA6/Ag-nanocompdsito apresentou
atividade contra Escherichia coli. Porém, ndo houve efetividade antimicrobiana para
a PA6 pura. Além disso, a imersdo em agua destilada dos nanocompdsitos contendo
prata, durante 100 dias, ndo reduziu a atividade antimicrobiana contra Escherichia
coli. Assim, os autores consideraram que a PA6 saturada com 2% em peso de
nanoparticula de prata € um material antimicrobiano eficaz para aplicacdes em longo
prazo.

Radziuk et al.>?

, em 2007, relataram que muitas pesquisas tém estudado a
fabricacdo de AgNPs com potencial para aplicacdo em diversas é&reas. Varios
métodos tém sido desenvolvidos para o preparo de nanoparticulas menores que 100
nm. Dentre esses métodos, a redugdo quimica € a mais comum onde se utilizam
diferentes agentes redutores para a sintese de AgNPs como borohidreto de sédio,
etanol, etileno glicol, acido ascorbico e aminas alifaticas. A propriedade de sintetizar
AgNPs consiste, principalmente, em determinar seu tamanho, forma e a estrutura do
cristal. Materiais poliméricos sédo usualmente utilizados como estabilizantes para
prevenir a aglomeracdo e a precipitacdo das nanoparticulas. No presente estudo,
foram preparadas AgNPs com tamanho de 23 nm sintetizadas pela redugédo quimica
de nitrato de prata em meio aquoso de borohidreto de sédio. Foram utilizados como
estabilizantes, o Poli(cloreto de dialildimetilaménio)- PDADMAC, hidrocloreto de
polialilamina — PAH e polieletrolitos — PEG adsorvidos na superficie das AgNPs pela
técnica de camada por camada (“layer-by-layer’). A caracterizacdo das
nanoparticulas foi feita pela espectroscopia de UV-Vis e MET. Solucao de NaCl, nas
concentracdes de 0,5, 0,1 e 0,01 mol.L™}, e microscopia de UV-Vis foram utilizadas
para avaliar a agregacdo. As AgNPs com PDADMAC revelaram baixa estabilidade
independentemente da concentracdo do sal. As AgNPs com o PAH e PEG foram
estaveis nas concentracdes de 0,1 e 0,01 M de NaCl; a solucdo de AgNPs néo
permaneceu estavel na concentragdo de 0,5 M de NaCl. O PEG absorve ions do sal

0 que contribui para estabilizacdo eletrostética, porém ¢é diminuida em alta

concentracdo do sal (NaCl). A diminuigdo da estabilidade das AgNPs tratadas com
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PEG foi observada ap6s o aquecimento a 90 °C. Mas, as AgNPs sem agente

estabilizante aglomeraram e precipitaram ap6s o aquecimento a 65 °C.

Pal et al.*°, em 2007, avaliaram as propriedades antibacterianas de AgNPs de
diferentes formas contra a bactéria Gram-negativa E. coli, tanto em sistemas liquidos
como em placas de agar. As imagens do MET revelaram mudancas consideraveis
nas membranas celulares, devido ao tratamento com AgNPs, resultando em morte
celular. As AgNPs triangulares com um plano reticulado apresentaram maior acao
biocida, em comparacdo com nanoparticulas esféricas e de forma cilindrica e o
nitrato de prata. Propbe-se que o tamanho da escala nanométrica e a presenca do
plano reticulado combinam-se para promover a agao biocidas. Para essa linha de
pesquisa, esse € o primeiro estudo comparativo sobre as propriedades bactericidas
de AgNPs de diferentes formas, e os resultados demonstraram que as a interagéo

entre a E. coli e as AgNPs foi dependente de sua forma.

Kim et al**, em 2008, relataram que infeccbes cutaneas podem ser causadas
por fungos como espécies de Trichophyton e Candida. Devido a resisténcia dos
microrganismos aos medicamentos, ha uma necessidade inevitavel e urgente de
novos medicamentos antifiingicos. Muitos estudos mostram o efeito antifingico das
AgNPs, mas contra patdgenos cutaneos, esse efeito é pouco desconhecido. Neste
estudo, foi investigado o efeito antimicrobiano das AgNPs sintetizadas contra
espécies de Trichophyton e Candida. Foi preparada uma solucdo de prata com 1000
g de prata sélida dissolvida em acido nitrico 100%, a 90°C, e foi adicionado 1 L de
adgua destilada. Entéo, cloreto de sodio foi adicionado a essa solucéo, e os ions de
prata foram reduzidos e dispersados para formacdo de nanoparticulas
monodispersas em meio aquoso. A concentracao final da solucdo era de 60.000
ppm, sendo diluida em diferentes concentragbes para utilizacdo no estudo. O
tamanho e a morfologia das nanoparticulas foram examinados através da MET. Foi
determinada a susceptibilidade antifungica da solu¢cdo inoculada com o0s
microrganismos e o crescimento nos orificios da placa foi acompanhado a cada 24
horas. Foi determinada como a menor concentragéo que inibiu o crescimento aquela
que inibiu 80% do crescimento (IC80) em relacdo ao controle. A leitura do

crescimento foi feita numa absorbancia de 405 nm. A anfotericina B e o fluconazol
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foram usados como controle positivo. A primeira observacéo deste estudo foi que as
AgNPs inibiram o crescimento de dermatdfitos, os quais causam infecgdes fungicas
superficiais. Secundariamente, o método de preparacdo das AgNPs neste estudo
teve um custo vantajoso. Assim, os autores consideraram que as AgNPs podem ser

excelentes agentes antimicrobianos contra dermatéfitos em humanos.

Segundo Kong, Jang?®, em 2008, os fons e as AgNPs tém sido reconhecidos
como excelentes agentes antimicrobianos devido ao seu efeito biocida. O possivel
mecanismo de inativacdo dos microrganismos pelos ions de prata pode ser
explicado por meio: 1 - da inibicdo de sintese de ATP, 2 — da desnaturacdo do DNA
e 3 — do blogueio da cadeia respiratéria. Assim, neste estudo, nanofibras de
polimetilmetacrilato (PMMA) contendo AgNPs foram sintetizadas, por meio de
polimerizacdo em dispersdo radical mediada, e avaliadas como agente
antibacteriano. Para a sintese da nanofibra, uma solucdo aquosa contendo ions de
prata (nitrato de prata — AgNO3) e polivinil alcool (PVA) foi obtida. Em seguida, foram
acrescentados o iniciador radical e redutor 2,2'-Azo-bis-isobutironitrila (AIBN) e o
metil metacrilato (MMA) e a polimerizagao ocorreu sob vigorosa agitagéo a 60 °C por
24 horas. Apos o preparo, foi feita a caracterizacdo da solugcdo. Os microrganismos
selecionados para o estudo foram Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Os
testes para avaliar a propriedade antifUngica foram a cinética da atividade
antibacteriana, a concentragdo inibitéria minima (CIM) e o teste de Kirby-Bauer
modificado, para avaliar a zona de inibicdo. Os resultados demonstraram que a
nanofibra proporcionou a morte dos microrganismos mais rapidamente do que o
nitrato de prata e a sulfadiazina de prata. Para o CIM esse resultado manteve-se,
sendo a nanofibra com maior efeito antimicrobiano que o nitrato de prata e esse
maior que a sulfadiazina de prata. Também foi possivel observar que o efeito
antimicrobiano para a bactéria Gram-positiva, S. aureus, foi maior. Com todos esses
aspectos, os autores relataram que as nanofibras poliméricas com AgNPs podem

ser utilizadas em vérias aplicacdes clinicas.

Kassaee et al.??, em 2008, apresentaram um método simples e efetivo para o
preparo de resina acrilica contendo AgNPs (AgNPs). Inicialmente, as AgNPs foram

preparadas, via reducdo quimica dos ions de prata, por meio de um liquido acrilico
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utilizado como agente redutor. As AgNPs preparadas foram, entdo, adicionadas em
uma resina acrilica comercial (fabricada pela Denstply), e a polimerizacao foi iniciada
a temperatura ambiente. O compdsito de resina acrilica, carregado com 0,5% em
peso com AgNPs, foi preparado da seguinte forma: as nanoparticulas sintetizadas
foram adicionadas ao liquido acrilico e colocadas em ultra-som durante 15 minutos.
A suspensao foi, entdo, misturada ao pé da resina. Amostras sem AgNPs também
foram preparadas para comparacdo. Para a analise das AgNPS foram realizadas
difracdo de raio-X (DRX), MEV e MET. O teste de resisténcia a flexdo foi realizado
de acordo com a ISO 1567. Para verificar a liberacdo de ions de prata, amostras
finas com area superficial de 2 cm? foram imersas em &gua destilada que foi
analisada por voltametria apés 1, 2, 4, 7, 11 e 15 dias. A analise da eficiéncia
antimicrobiana foi realizada utilizando-se a bactéria E. coli (ATCC 25922). O sistema
comercial de resina acrilica autopolimerizavel consiste em um liquido e um p6. O
liquido contém uma amina terciaria (ou outro tipo de acelerador redox) que depois de
misturado com o0 po inicia a polimerizacdo. Assim, esses aceleradores aparecem,
neste estudo, como os agentes redutores utilizados para a reducéo do nitrato de
prata (AgNO3) em nanoparticulas puras de prata (AgNPs), cujo padrdo DRX
demonstrou picos fortes e estreitos que sugerem a formacédo de particulas de prata
altamente cristalinas em nanoescala. O tamanho das particulas foi calculado, tendo
sido aproximadamente 38 nm. A concentragdo de ions de prata nas amostras de
agua mostrou relacéo da liberagdo com o tempo de imersdo, com relativo aumento
nos primeiros 2 dias, o qual foi seguido por um gradual nivelamento até o valor de
1,175 mg/L nos demais periodos. Os ions de prata, nessas concentracdes, sao
potentes contra E. coli , porém s&o bastante seguros para os humanos. A analise em
MEV nos compdésitos com AgNPs mostrou adequada dispersdo das AgNPs na
matriz do polimero, com pequena agregacdo. Apés 24 horas de incubacédo, a
concentracdo de bactérias ndo foi reduzida no controle (frascos sem amostras). Da
mesma forma, nenhuma reducgéo de bactéria foi observada em relagédo ao controle,
na suspensdo em contato com os compositos sem AgNPs por 24 horas. Por outro
lado, nenhuma bactéria pode ser detectada na suspensdo em contato com o
composito que continha AgNPs por 24 horas. Os resultados dos testes mecanicos

demonstraram que a adicdo de pequena quantidade de AgNPs melhorou



38

Propriedade antifiingica de resina para base de prétese modificada com nanoparticula de prata

parcialmente a resisténcia e o moddulo de flexdo dos compdésitos com AgNPs

incorporados.

Roe et al.>®>, em 2008, afirmaram que mais de 200.000 infeccBes nosocomiais
por ano ocorrem nos Estados Unidos e, na maioria delas, ha relatos de uso de
dispositivos intravasculares. Cateteres com propriedades antimicrobianas tém sido
propostos como meio de protecdo adicional e assim, reduzir o risco de infecgao.
Assim, o0 objetivo do estudo foi desenvolver um novo método de deposicdo de
AgNPs na superficie de cateteres in vitro e analisar sua propriedade de liberacdo de
prata in vitro e in vivo. Primeiramente, foi preparada uma solucado de AgNPs, a partir
do nitrato de prata, e adicdo de uma amina (utilizada como ligantes para metais). Os
cateteres foram deixados durante 16 horas na solugdo de nanoparticulas, e entéo,
foram lavados. Cateteres com prata radioativa também foram preparados. Foram
realizadas andlises para avaliar a superficie tratada para o tamanho da particula.
Para os testes microbiolégicos foram utilizados os microrganismos: E. coli,
Enterococcus, S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococci para coagulase
negativa e C. albicans. Catéteres sem tratamento de superficie foram utilizados para
controle. A formacdo do biofilme foi analisada por meio do ensaio de XTT e os
resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo de crescimento. Para o
estudo de liberagcdo de prata in vitro, os cateteres com prata radioativa foram
utilizados. A cada 10 dias era coletada uma amostra para a analise da radioatividade
e os resultados foram expressos em pg/dia. Os resultados obtidos das analises dos
cateteres tratados mostraram a presenca de AgNPs distintas e esféricas com
diametro de aproximadamente de 3 a 18 nm. A espessura do filme foi de
aproximadamente 100 nm. Os resultados para a atividade bactericida e formacgao de
biofilme demonstraram que os cateteres tratados inibiram o crescimento para todos
0s microrganismos estudados e em todos os periodos de biofiime. A quantidade de
prata liberada dos cateteres em 10 dias foi, aproximadamente, 20% maior nos
tratados com 1000 pg/g do que nos tratados com 600 pg/g. Os estudos nos
camundongos nao demonstraram nenhum sinal de toxicidade durante os 10 dias de
experimentos. Além disso, ndo houve sinais de inflamacdo ou infec¢cdo na regido

onde foram implantados os cateteres.
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Choi et al.'?, em 2008, relataram que materiais com AgNps tém ampla
variedade de aplicacdo e, devido ao seu efeito antimicrobiano e baixa toxicidade em
células mamarias, as AgNPs tém sido utilizadas em produtos de consumo. O
objetivo do estudo foi avaliar o efeito das AgNPs, dos ions de prata e solugéo coloide
de AgCl sob o crescimento de microrganismos heterotréficos e autotroficos. A
solucdo de AgNPs foi preparada a partir do nitrato de prata, utilizando-se o
borohidreto como agente redutor. O polimero polivinil acool (PVA) foi utilizado para a
estabilizacdo da solugdo. Uma solugao de nitrato de prata (14 mM) foi utilizada como
origem para os ions de prata e a solugdo coloide de AgCI foi preparada a partir da
mesma solugdo de nitrato de prata (14 mM) e uma solugéo de cloreto de sodio (28
mM). Entdo, foi realizada a caracterizacdo da solucdo de AgNPs através de
espectroscopia de UV-vis. Além disso, aliquotas foram utilizadas para determinar a
estabilidade da solugdo e mensurar a concentracdo de ions de prata na suspensao
de AgNPs. O tamanho das AgNPs e dos coldides de AgCI foram caracterizados pela
MET. Para os testes microbiol6gicos foi feita a cultura de bactérias autotréficas
nitrificadas e como microrganismo heterotrofico foi utilizado a E. coli. A avaliagdo de
crescimento da bactéria autotrofica foi pela determinacdo de bactérias sobreviventes
(medida da respiracéo celular) e a E. coli foi avaliada pelo teste de microtitulagcéo
automatizado. Além disso, foi estudada a interacdo entre os microrganismos e as
nanoparticulas. A concentracdo de ions de prata foi medida simultaneamente com a
estabilidade da solucdo. No inicio, para fazer a solugéo, a concentracdo de ions era
27 mg/L. Quando a reagéo estava completa, a concentragéo de ions residuais foi de
0,6 mg/L. Essa concentracdo permaneceu inalterada até 24 horas ap0s o preparo da
solucdo, mantida a temperatura ambiente. ApOs esse periodo, a concentracdo de
ions de prata foi aumentando gradualmente, com alteracdo de cor que é outro
indicativo. Para minimizar a interferéncia da dindmica de alteracdo das AgNPs em
suspensao, a solucdo foi utilizada logo apds o seu preparo, e ndo foi identificado
alteracao significativa da concentracdo de ions de prata, apdés 0 armazenamento de
poucos dias a 4 °C. A inibicdo do crescimento dos microrganismos autotroficos foi
de, aproximadamente, 86%, 42% e 46% quando utilizadas as solu¢coes de AgNPs,
ions de prata e solugdo coloide de AgCI, respectivamente. Para 0 microrganismo
heterotréfico, a inibicdo de crescimento foi de aproximadamente 55%, 100% e 66%

guando utilizadas as solu¢bes de AgNPs, ions de prata e solugdo coloide de AgCl,
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respectivamente. A concentracdo de ion de prata aumenta com o tempo e é
associada com a alteracéo de cor da suspensao de AgNPs, demonstrando processo
de oxidagdo, cristalizacdo, dissolu¢cdo e agregacdo envolvidos, os quais também
podem estar envolvidos na interacdo das nanoparticulas com o microrganismo.
Assim, é necessario pesquisas para investigar as propriedades das nanoparticulas
como tamanho, forma, dissolu¢do/agregacéo, superficie tratada e solubilidade, as
guais podem interferir nas propriedades fisico-quimicas e de transporte, e resultar

em impactos diferentes e significantes no crescimento de microrganismos.

Ahn et al', em 2009, avaliaram a atividade antimicrobiana e propriedades
fisicas de adesivos ortoddnticos fotopolimerizaveis modificados (ECAs) com AgNPs,
comparando-0s com adesivos convencionais. Foram adicionadas ao adesivo AgNPs
em varias concentracbes: 0 ppm, 250 ppm e 500 ppm, sendo designados,
respectivamente, ECAL1, ECA2 e ECAS3. Entdo, os ECAs foram misturados durante
12 horas a 37 °C para obter uma mistura homogénea. Dois adesivos ortodénticos
comerciais fotopolimerizaveis foram comparados com os ECAs: um sem liberacdo
de fluoretos — TB (Transbond XT, 3M) e o RMGI (Fuji Ortho LC). A rugosidade e a
energia livre de superficie das amostras (3,0 mm de didametro e 2,0 mm de
espessura) foram analisadas para os testes microbiolégicos. Streptococcus mutans
(ATCC 25175) e Streptococcus sobrinus (ATCC 33478) foram utilizados neste
estudo. Saliva ndo estimulada de 1 voluntario saudavel foi coletada, centrifugada
4.500 x g durante 5 minutos e o0 sobrenadante foi utilizado imediatamente nos testes
de adesdo. Com isso, foram incubadas 30 amostras de cada adesivo em 2 mL de
saliva, em agitacao, por 2 horas em temperatura ambiente. Para o controle negativo,
as amostras foram incubadas em PBS estéril. Entdo, as amostras tratadas com
saliva foram lavadas 3 vezes com PBS estéril e incubadas, sob agitacdo, em 1x10°
células suspensas em HBSS com 0,5% de soro bovino (HBSS-BSA) no periodo de 3
ou 6 horas a 37 °C. As amostras sem tratamento de saliva foram incubadas em
HBSS contendo 1x10° células, nas mesmas condicdes. O nimero de células
aderidas foi determinado usando o contador de cintilagdo Beckman LS-5000TA.
Todas as amostras foram contadas em triplicata e cada experimento foi repetido 6
vezes. Também foi determinado o crescimento bacteriano, sendo estimado pelo

espectrofotometro, e a presenca do halo de inibicdo foi verificada, medida e
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expressa em milimetros. Para o teste de cisalhamento, foram extraidos 85 pré-
molares humanos saudaveis e cada adesivo foi aplicado, na superficie dos dentes
de acordo com as instru¢ges dos fabricantes e braquetes de pré-molares superiores
foram fixados. Apds o teste de resisténcia ao cisalhamento, as superficies de uniédo
de esmalte foram analisadas utilizando-se um estéreo-microscépio. Apds a analise
estatistica, foi verificada diferenga significativa na rugosidade entre os adesivos.
ECA1 mostrou menor rugosidade e a incorporagdao de AgNPs aumentou a
rugosidade. Quanto a energia livre de superficie, os valores dos ECAs foram
basicamente semelhantes & do adesivo TB. Além disso, ndo houve diferenca
significativa entre a resisténcia ao cisalhamento dos adesivos. Ja para o ensaio de
adeséo dos microrganismos avaliados (S. mutans e S. sobrinus), houve variagao de
acordo com o adesivo: ndo houve diferenca significante entre os valores observados
para ECA2 e ECAS, sendo significantemente menores que os de ECAl e dos
adesivos convencionais (TB e RMGI); e, para o tratamento com saliva, ndo houve
efeito significativo. Diferentes streptococci, tipos de adesivo e tempos de incubacéo
tiveram efeitos significativos no crescimento bacteriano no meio liquido. Apds 48 de
incubacdo, ndo houve halo de inibicdo do crescimento para todas as amostras.
Assim, este estudo mostrou que a incorporagdo de AgNPs nos adesivos
proporcionou resultados satisfatérios, tanto nas propriedades fisicas como
antimicrobianas.

Kim et al.?®

, em 2009, afirmaram que o efeito biocida e o modo de acéo dos
ions de prata sdo conhecidos, entretanto, o efeito antifingico e o modo de acdo das
nano-Ag contra os fungos sdo, em sua maior parte, desconhecidos. Neste estudo as
nanoparticulas foram preparadas a partir de uma solucdo de prata e adicdo de
cloreto de sodio. Com a adicao do cloreto de sédio, os ions Ag foram precipitados e,
assim, agrupados para formar as nanoparticulas (esféricas com 3nm)
monodispersas na solugdo aquosa com concentracao final de 60.000 ppm. Foram
determinadas as concentragdes inibitérias minimas (CIMs) através da diluicdo
seriada em duplicata e do ensaio de MTT. Apds 48 horas de incubacéo a 28 °C, as
CIMs foram definidas como as menores concentragdes nas quais houve inibicdo de
90% do crescimento dos microrganismos avaliados (Saccharomyces cerevisiae

(KCTC 7296), Trichosporon beigelii (KCTC 7707) e C. albicans (ATCC 90028),
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quando comparadas ao crescimento do grupo controle respectivo de cada
microrganismo. A atividade hemolitica de eritrécitos humanos também foi analisada
para avaliar a citotoxicidade, além da analise da integridade da membrana
plasmatica das células de C. albicans, para que o mecanismo de acdo das nano-Ag
pudesse ser observado. A determinagéo da liberagéo de glicose e trehalose foram
avaliadas pela medida da liberacdo de cada uma delas em suspensao de células, as
quais foram expostas as nano-Ag ou anfotericina B. Os resultados mostraram que as
células fangicas tratadas apresentaram dano significativo, caracterizado pela
formacdo de “pit” nas paredes e poros na membrana citoplasmatica. Para o
entendimento de como a atividade e a fisiologia intracelular sdo afetadas, o efeito
das AgNPs no ciclo celular das células de C. albicans foi avaliado. Os resultados
demonstraram que, na presenca das nano-Ag, a porcentagem de células na fase
G2/M aumentou em 15%, enquanto a da fase G1 diminuiu significantemente em
20%. Como resultado obtido de cada um dos ensaios realizados, foi observado que
as nano-Ag exibiram eficiente atividade antifingica na espécie testada com valores
de CIM similares aos da anfotericina B. Esses resultados indicaram que as nano-Ag
tém notavel potencial como agente antifingico para o tratamento de infeccdes
fungicas. As nano-Ag mostraram baixa atividade hemolitica, enquanto a anfotericina
B apresentou atividade hemolitica ligeiramente maior, confirmando que o efeito das
nano-Ag nos eritrécitos humanos nao séo tdéxicos ou possuem baixa citotoxicidade.
A manutencdo dos componentes intracelulares é importante para a viabilidade
celular; assim, a liberacéo de glicose e trehalose foram medidas durante a exposi¢céo
da C. albicans as nano-Ag. As nano-Ag tém como mecanismo de a¢do o rompimento
da membrana plasmaética, alterando a bi-camada lipidica e, consequentemente, a
liberacdo de ions e outros componentes intracelulares, bem como a formacao de
poros e potencial dissipacdo eletrolitica através da membrana. J& na analise de
citometria de fluxo, os resultados mostraram que as nano-Ag paralisaram o ciclo
celular na fase G2/M, sugerindo que elas inibiram alguns processos celulares, os
quais sédo envolvidos com o crescimento normal. Assim, as nano-Ag exibiram
potente efeito antifGngico com o microrganismo testado, provavelmente por meio da
destruicdo da integridade da membrana, porém, merecem maior investigacdo para a

aplicacéo clinica.
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Panacek et al.*

, em 2009, afirmaram que, recentemente, infec¢des flungicas
severas tém contribuido significantemente para o aumento da morbidade e
mortalidade de pacientes imunossuprimidos, 0os quais necessitam de tratamento
intensivo com antibiéticos de amplo espectro. Candida spp. representa um género
de patdgenos mais relacionados a infec¢fes fungicas, frequentemente causadas por
sepses hospitalares, com uma taxa de até 40% de mortalidade. Assim, este estudo
teve o objetivo de determinar o efeito fungicida e fungistatico de AgNPs contra
fungos patogénicos selecionados de pacientes com infec¢do invasiva em tratamento
no Hospital da Universidade Olomouc, Republica Tcheca. Além disso, também foi
estudado o aumento da atividade antifiungica das AgNPs com agentes estabilizantes,
utilizando-se polimeros e surfactantes. Foram preparadas uma solugdo de ions de
prata, uma de AgNPs sem agente estabilizante e 4 solugbes de AgNPs com
diferentes agentes estabilizantes: SDS (dodecil sulfato de sddio), Tween 80
(monooleato de polioxietileno sorbitan), surfactantes do grupo Brij e polimeros como
o PVP (polivinil pirrolidona) e o PEG (polietileno glicol). As espécies isoladas do soro
do pacientes foram C. albicans (I e Il), C. tropicallis e C. parapsilosis. O tamanho e a
distribuicdo das AgNPs foram determinados pelo espalhamento de luz dindmico
(DLS) e a sintese de AgNPs foi confirmada MET utilizando JEM-1002 (Jeol) e UV-
vis, na qual se pode observar a presenca de AgNPs no pico de absor¢édo de 420 nm.
A atividade fungicida das solucdes de AgNPs com e sem agentes estabilizantes foi
determinada pela concentracao inibitéria minima (CIM) em cada espécie de Candida
estudada. Também foram determinadas a atividade flngica e fungicida dos ions de
prata. Além disso, a citotoxicidade das AgNPs em fibroblastos humanos foi avaliada.
As AgNPs, com didametro médio de 25 nm, mostraram efeito inibitorio contra todos os
fungos testados em concentragdes similares aos dos ions de prata, variando de 0,21
mg/L (C. albicans II) a 1,69 mg/L (C. parapsilosis), dependendo da espécie. Para a
concentragdo fungicida minima (CFM), a concentracdo de nanoparticulas que
inativou todos os fungos foi de 27 mg/mL, enquanto a dos ions de prata foi de 13,5
mg/mL. O efeito inibitério das nanoparticulas foi melhorado através de sua
estabilizacdo, observando valores de CIM entre 0,05 mg/L (C. albicans I) e 0,84
mg/L (C. parapsilosis), para as nanoparticulas estabilizadas com dodecil sulfato de
sédio. As AgNPs estabilizadas com polimeros e surfactantes exibiram alta atividade

antifingica como resultado da melhora da formag&o de agregados. Por outro lado, a
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forma ibnica da prata foi citotoxica para fibroblastos humanos na concentracdo de
Img/mL, 10 vezes menor que a CFM (13,5 mg/mL). Além disso, a atividade
fungicida das nanoparticulas ocorreu em concentra¢do 100 vezes menor que aquela
observada no teste de citotoxicidade, demonstrando que o uso das nanoparticulas
como agente antifUngico € menos complicado em termos de citotoxicidade para
células humanas, quando comparado aos ions de prata. Assim, a atividade
antifingica das AgNPs € comparavel com a dos ions de prata, porém as AgNPs
inibiram o crescimento dos fungos em pequenas concentragdes, comparavel com o0s
antifingicos comuns. Além disso, as AgNPs ndo exibiram efeito toxico aos
fibroblastos humanos nessas concentragfes. Alto efeito bactericida e também
fungicida pode levar a conclusdo que as AgNPs constituem um efetivo agente
antimicrobiano para ambos microrganismos patogénicos.

Jain et al.?°

, em 2009, relataram que a prata € um efetivo agente
antimicrobiano com baixa citotoxicidade, que € especialmente importante no
tratamento de queimaduras. O uso excessivo de antibidticos e as falhas na aplicacéo
de préticas béasicas de controle de infeccdo tém contribuido para a alta mortalidade e
morbidade entre pacientes com queimaduras devido as infec¢bes causadas por
patdgenos nasocomiais resistentes as diversas drogas. Assim, este estudo
descreveu o desenvolvimento da formulagcdo de um gel contendo AgNPs para
utilizacdo em queimaduras e feridas. As AgNPs foram sintetizadas por um processo
gue envolve a reducao foto-assistida do ion de prata para AQNPs metélica e sua bio-
estabilizacdo. A caracterizacdo das nanoparticulas foi realizada com espectroscopia
de UV-vis, microscopia eletrbnica de transmissdo de alta resolucdo (MET-AR) e
DLS. Para os estudos de bio-atividade das nanoparticulas foram realizados os
seguintes testes: concentracdo inibitéria minima (CIM), concentragdo bactericida
minima (CBM), estudo do tempo para a morte celular, efeito apos a exposicédo ao
agente (PAE) e o indice da concentracéo inibitoria fraccional (CiFl). Esses testes
também foram realizados para avaliar a combinacdo de nanoparticulas com
antibioticos comumente utilizados (estreptomicina, cloranfenicol, canamicina, sulfato
de polimixina B, ampiclox e ceftazidima). A maioria das espécies, em média 66%
delas apresentaram CIM < 3,12 pg/mL. Além disso, 4% das cepas apresentaram

CIM de 0,78 upg/mL. As bactérias Gram-negativas foram inativadas mais
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efetivamente (diminuindo 3 logl0 em 5 a 9 horas) do que as Gram-positivas
(diminuindo 3 log10 em 12 horas). Quando exposta a CIM, 97% de C. albicans foi
inativada apds 8 horas. O PAE das nanoparticulas para C. albicans foi de 1,6 horas.
Quando a interacdo de nanoparticulas com antibiéticos comumente utilizados foi
avaliada, foi observado efeito sinérgico (ceftazidima), aditivo (estreptomicina,
canamicina, ampiclox, sulfato de polimixina B) e antagonista (cloranfenicol). Os
resultados de interagdo sinérgica e aditiva sugerem que, no futuro, algumas dessas
combinagdes poderiam ser desenvolvidas para se obter formulagdes mais efetivas.
Em relagdo a toxicidade, foi observada diminuicdo da funcdo mitocondrial das
células quando expostas as nanoparticulas, evidenciado no ensaio de XTT, mas o
valor CI50 foi de 251 yg/mL. Os resultados MET revelaram a presenca de agregados
esféricos, escuros, eletro-densos no interior de mitocéndrias, quando as células
foram expostas ao CI50. Essas estruturas, provavelmente, poderiam ser AgNPs. Os
resultados dos testes realizados com o S-Gel mostraram que o efeito antibacteriano
na concentracdo de 0,1 mg/g foi comparavel com a formulagdo comercial da
sulfadiazina de prata a 1% e, no estudo in vivo, ndo houve mortalidade ou sinais de
intoxicacdo ou reacdo adversa. Os resultados da necropsia mostraram que nao
houve anormalidades patoldgicas. Assim, os resultados claramente indicaram que as
AgNPs podem ser uma alternativa a agentes antimicrobianos

Monteiro et al.%®

, em 2009, relataram que a prata € um metal conhecido por
sua atividade antimicrobiana de amplo espectro contra bactérias Gram negativas e
positivas, fungos, protozoarios e certos virus, incluindo espécies resistentes a
antibioticos. O uso da prata e o numero de produtos com prata disponiveis tém
aumentado o que esclarece a importancia da eficacia da prata contra diferentes
microrganismos e biofilmes. Assim, foi realizada essa revisédo de literatura utilizando
referéncias dos ultimos 35 anos a respeito da prata como agente antimicrobiano,
especificamente zedlito de prata (SZ), nanoparticulas de prata (SN) e ions de prata
(SI) como também, a formacdo de biofilmes. A prata tem mostrado alta afinidade
pelo zedlito que tem sido incorporado em condicionadores de tecido, resinas
acrilicas e solucdes para bochechos. As SN séo insoliveis em tamanhos menores
que 100 nm e podem ser preparadas a partir do nitrato de prata, com o citrato como

agente redutor ou também o borohidreto. A atividade antimicrobiana das SN
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depende de algumas variaveis como tamanho, forma, estabilidade da solucdo e
concentracdo. Particulas menores possibilitam maior é&rea de contato,
proporcionando maior efeito antimicrobiano que particulas maiores. Particulas
triangulares favorecem a atividade, pois possuem atomos mais fortes e densos em
suas facetas do que as demais formas. A sulfadiazina de prata e o nitrato de prata
apresentaram atividade antimicrobiana pela liberacao de Sl. Esses, em contato com
a bactéria, formam precipitados pretos. Ja as SN entram em contato com a bactéria
sem formar precipitados. Assim, uma concentracdo efetiva das SN pode ser muito
menor que a dos Sl, e as SN apresentam melhor habilidade biocida do que os Sl na
mesma concentracdo. Diferentes resultados como a liberagdo de Sl das
nanoparticulas também foram encontrados na literatura e, para muitos autores, a
atividade antimicrobiana depende dos Sl. A a¢do antimicrobiana também depende
da célula bacteriana, podendo ela ser Gram- negativa ou positiva. As Gram-positivas
ttm de 3 a 20 vezes mais peptidoglicano que as Gram-negativas.
Consequentemente, as bactérias Gram-positivas sdo, geralmente, menos
suscetiveis aos agentes antibacterianos contendo Sl que as Gram-negativas. Uma
alternativa para a reducdo da adesdo bacteriana nos dispositivos médicos é a
liberacdo de agentes antimicrobianos, como a prata, desses materiais. Além disso,
as propriedades antimicrobianas da prata tém sido relatadas na sua forma oxidada,
a qual ndo esta necessariamente presente na superficie tratada com prata metalica.
Em relacéo a formacéo de biofilme, a condi¢cdo da pelicula formada pela camada de
moléculas orgéanicas aderidas a superficie, € considerada um fator precursor para a
adesao de células planctbnicas. A adesdo do microrganismo a superficie depende
da atracdo e repulsdo das duas superficies (microrganismo e substrato). Entdo, a
adesao do microrganismo ocorre na superficie, e é subsequentemente facilitada pela
sinalizacdo bacteriana. A maturacdo do biofilme é caracterizada quando a bactéria
aderida produz substancia polimérica extracelular (EPSs) que ajuda a retencdo dos
nutrientes vindo do meio circundante. O estagio final € a liberacdo de microrganismo
para 0 meio, onde ele volta ao seu estado de célula planctbnica. O efeito
antimicrobiano € maior em células planctdnicas que em células em crescimento no
biofilme, levando em consideragdo o0 mesmo agente antifingico e nas mesmas
concentracbes. Também tem sido relatado que a quantidade de prata liberada,

abaixo dos valores necessarios para atuar em biofilmes, foi tdéxica as células
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humanas. Sendo assim, se altas concentrages de Sl livres sdo necessarias para o
efeito bactericida contra biofilmes, entdo é fundamental que essas concentracdes

nao interfiram na citotoxicidade e biocompatibilidade.

Yoshijima et al.”*, em 2009, relaram que a aderéncia dos microrganismos as
superficies das proteses é um importante passo na etiologia da estomatite protética.
Assim, a inibicdo desse processo poderia ser uma maneira efetiva para prevenir a
ocorréncia dessa patologia. Interagdes hidrofébicas estdo envolvidas na aderéncia
de Candida ao acrilico, sugerindo que superficies hidrofilicas poderiam inibir a
aderéncia fangica. Assim, este estudo investigou o efeito de camadas hidrofilicas
sobre o acrilico com relacdo a aderéncia de Candida, especialmente de hifas de C.
albicans. Para isso, amostras acrilicas recobertas com “carrageenan” e hidrocoléide
foram usadas como substratos hidrofilicos e comparadas com amostras controles.
As medidas de hidrofilicidade superficial dessas amostras foram determinadas por
meio do angulo de contato entre a 4gua destilada e a superficie acrilica. Suspensodes
fungicas (2 x 10’ ufc/ml) de isolados clinicos de Candida foram colocadas sobre as
amostras acrilicas e incubadas por 30 minutos. Apds esse periodo, todas as
amostras foram lavadas com PBS e as células aderidas as superficies acrilicas
foram coletadas por meio do tratamento com tripsina a 0,25%. A hidrofobicidade de
superficie celular foi estimada usando uma modificagdo da técnica do hidrocarbono.
Os resultados obtidos demonstraram que quando as amostras acrilicas foram
recobertas pelo substrato hidrofilico, a aderéncia dos isolados hidrofébicos de
Candida e hifas hidrofébicas de C. albicans diminuiu, enquanto a aderéncia de
Candida néo hidrofébica nédo foi afetada ou aumentou. Os autores sugeriram que
coberturas hidrofilicas de superficies protéticas poderia ser um método potencial
para reducdo da aderéncia de células fangicas relativamente hidrofébicas,
particularmente, hifas de C. albicans.

Chaloupka et al.*®

, em 2010, relataram que, polimeros com AgNPs em sua
composicdo (NS), estdo atraindo o interesse de uma gama de aplicacdes
biomédicas, devido a sua potente atividade antibacteriana. Recentemente, foi
demonstrado que os NS foram utilizados, ainda, com acéo antiinflamatoria e melhora

da cicatrizagdo, que pode ser explorada no desenvolvimento de curativos para
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feridas e queimaduras. A chave para a sua ampla atividade e alta acgé&o
antibacteriana é o fato dos NS atuarem de multiplas formas sobre os
microrganismos. Assim, esses materiais tém sido utilizados como revestimentos
antibacterianos sobre os dispositivos médicos para reduzir os indices de infeccao
hospitalar. Muitos métodos de sintese de novos NS surgiram e estdo sendo
avaliados para sua producdo e aplicacdes médicas. A toxicidade dos NS também
tem sido discutida criteriosamente, para assim poderem ser aplicados e difundidos

na area médica.
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3 Proposicao

Com base nos aspectos apresentados, consideramos oportuno avaliar o efeito
de uma solucédo de AgNPs contra C. albicans. Além disso, o efeito da incorporacdo
de diferentes concentracdes de AgNPs em uma resina para base de prétese e o
efeito do armazenamento em solu¢do salina (até 180 dias) sobre o angulo de

contato, a adesao e formacao de biofilme de C. albicans também foram avaliados.
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4 Material e Método

4.1 Preparo e caracterizagcao da solucao de AgNPs

Todos os reagentes, incluindo o nitrato de prata (AgNO3) e o PVA foram
adquiridos da Aldrich e foram utilizados como recebido sem purificacdo adicional.
Para o preparo da solugao de AgNPs, foi utilizado (NaBH4) como agente redutor. As
AgNPs foram obtidas a partir da reducéo controlada de um sal de prata, na presenca
de agente estabilizante. AQNPs com diametro médio de 9 nm foram obtidas por meio
da adicdo de 0,5 mmol.L™ de AgNOs (90 mg/mL) e 1 mmol.L™ do agente redutor
NaBH, (540 mg/mL), para se obter a prata metélica (Ag®. A reacdo ocorreu na
presenca de 20 mmol.L* do PVA (230 mg/mL), um polimero solGvel em agua que
age como agente estabilizante ?>°2, A reac&o ocorreu sob agitacdo em banho de
gelo e o nanocompésito formado (PVA/AgNPSs) apresentava a relagdo em massa de
4:1 de PVA:AgNPs. A caracterizagédo da solucao de AgNPs foi realizada utilizando-
se UV-vis®® (U-2800 spectrophotometer, Hitachi High Technologies Corporation,
Tokyo, Japan), FTIR (Nicolet6700 FT-IR, Madison, WI, USA) e DLS (Zetasizer Nano
ZS, Malvern Co, E.U.A).

4.2 Microrganismo e condi¢cdes de crescimento

Para o preparo do inéculo, o microrganismo C. albicans (American Type
Culture Collection - ATCC 90028, Manassas, EUA) foi semeado sobre o meio (SDA)
(Sabouraud Dextrose Agar; Acumedia Manufactures Inc., Baltimore, Maryland, EUA.)
e incubado a 37 °C por 48 horas (Figura 1). A seguir, duas algcadas da levedura
recém cultivada foram adicionadas em um frasco contendo 20 mL de meio YNB
(Yeast Nitrogen Base, Difco, Detroit, USA) adicionado de glicose 50 mM (Figura 2).
Apés a incubacéo a 37 °C por 24 horas e sob agitacao (Quimis Aparelhos Cientificos
Ltda, Diadema, SP, Brasil. Modelo: Q816M20), as células foram centrifugadas a
4.000 x g por 5 minutos (Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha. Modelo: 5810R) e
lavadas duas vezes com solucdo PBS estéril (NaCl 100 mM - Labsynth Produtos
para Laboratérios Ltda, Diadema, SP, Brasil, NaH,PO, 100 mM-, pH 7,2) por meio
de agitacdo e centrifugacdo a 4.000 x g por 5 minutos. As células lavadas foram
ressuspensas em 20 mL de caldo YNB estéril adicionado de glicose 100 mM. A

densidade Optica da suspensdo foi determinada e padronizada utilizando-se



53

Propriedade antifiingica de resina para base de prétese modificada com nanoparticula de prata

espectrofotdbmetro (Biospectro, produzido por Equipar Ltda, Curitiba, PR, Brasil.

Modelo: SP-220), com filtro de 520 nm a um valor de 1 x 10’ células/mL.

FIGURA 1- C. albicans semeado FIGURA 2- C. albicans adicionada
SDA apés 48 h. em 20 mL de YNB.

4.3 Determinacédo da suscetibilidade antifungica

A partir de uma solugdo de PVA/AgNPs (preparada como descrito
anteriormente) com concentragéo de 3.580 ppm foram feitas diluicbes com o meio
YNB para que fossem obtidas as seguintes concentragbes: 1.000, 900, 800, 700,
600, 500, 400, 300, 200, 100, 70, 50 e 30 ppm.

Em placas de cultura de células estéril de 96 orificios (TPP, Trasadingen,
Suica), aliquotas de 200 pL das respectivas concentracdes de solucdo de
PVA/AgNPs foram colocadas em cada orificio. Para posterior comparagéo, em cada
placa havia também um orificio controle (YNB sem solucdo de PVA/AgNPS) e um
orificio controle negativo. Em seguida, foram adicionados, a cada orificio, 2 puL do
indculo preparado anteriormente, com excec¢ao do controle negativo, e as placas de
cultura foram mantidas a 37 °C sob agitacdo durante 24 horas. Apés esse periodo, o
crescimento microbiano foi analisado pela turvacdo do meio de cultura de cada
orificio. Os testes foram realizados em triplicatas, ou seja, 3 orificios para cada
concentracdo, e em 3 ocasifes distintas. Além da turvacdo, um orificio de cada
concentracdo foi selecionado, do qual foi retirada uma aliquota de 100 pL para,
entdo, realizar diluicbes seriadas em solucdo salina estéril (NaCl - 0,85 g em 100 mL

de agua destilada) e posterior plagueamento. Esse foi realizado em duplicata no



54

Propriedade antifiingica de resina para base de prétese modificada com nanoparticula de prata

meio de cultura SDA e, apés 48 horas, os microrganismos foram quantificados pela

técnica de contagem do nimero de unidades formadoras de colénias (UFC).

4.4 Incorporacgao da solucdo de PVA/AgNPs a resina acrilica

Nesta pesquisa foi utilizada uma resina para base de prétese incolor,
especifica para micro-ondas (Vipi Wave - VIPI Industria e Comércio Exportagcéo e
Importacdo de Produtos Odontolégicos Ltda Pirassununga, SP). Para a incorporagéo
do nanocompdsito PVA/AgNPs na resina, 40 mL da solugdo de PVA/AgNPs foram
misturados, manualmente, em 75g de po6, sendo a mistura seca em estufa (Marconi
Equipamentos Laboratoriais Ltda, Piracicaba, SP, Brasil. Modelo: MA 0324. Série:
9819911) a 37°C por 48 h. Apds a secagem, foi realizado o peneiramento do pé em
peneira de malha 60 (250 um), seguido de homogeneizacdo realizada através de

moinho de bolas.

4.5 Confeccéo dos corpos-de-prova

Para a confeccéo dos corpos-de-prova, a resina Vipi Wave foi utilizada tanto
na forma fornecida pelo fabricante, sem qualquer modificacdo (identificada como
R0O), como apo6s a incorporacdo de AgNPs em 5 diferentes concentragbes
(identificadas como R1000, R750, R500, R250 e R30), determinadas a partir do teste
de suscetibilidade antifungica. Para cada resina, 72 amostras foram confeccionadas.

Os corpos-de-prova da resina sem modificagdo (RO) foram confeccionados
utilizando-se matrizes metalicas, contendo cavidades de 13,8 mm de diametro x 2
mm de profundidade (Figura 3) que foram isoladas (Cel-Lac, fabricado por SSWhite,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil) previamente a inclusdo (Figura 4). Inicialmente, a parte
inferior da mufla especifica para micro-ondas (Mufla n°® 6, fabricada por Jon
Comeércio de Produtos Odontolégicos Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) foi isolada e
preenchida com gesso (Gesso pedra tipo Il Herodent; fabricado por Vigodent SA
Ind. Com., Rio de Janeiro, RJ, Brasil) sobre o qual foi, entdo, posicionada uma placa
de vidro de forma e tamanho compativeis com as dimensdes da matriz metalica
aguardando-se a presa do gesso (Figura 5), e entdo, a matriz metdlica foi fixada
sobre a placa de vidro com adesivo (Super Bonder Loctite, Henkel Ltda., Itapevi, Sdo
Paulo, Brasil) (Figura 6). Para facilitar a remog¢éao da matriz na fase de desincluséao,

silicone (Labor Mass, fabricado por Vipi Ind. e Com. Ltda, Pirassununga, SP, Brasil)
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foi manipulado e posicionado ao redor da mesma (Figura 7). Outra placa de vidro foi,
entdo, fixada sobre a matriz com adesivo (Figura 8), a contra-mufla foi posicionada e
preenchida com gesso de maneira convencional. ApGs a presa do gesso, a mufla foi
aberta e a matriz foi preenchida com a resina, proporcionada conforme a
recomendacgdo do fabricante (14 g de po6 e 6,5 mL de liquido). Em seguida, a mufla
foi fechada e o processo de polimerizagao executado de acordo com o protocolo
estabelecido pelo fabricante (Forno de 500W — 20 minutos com 20/30% de Poténcia
+ 5 minutos com 80/100% de Poténcia). Para a polimerizacéo, foi utilizado Micro-
ondas de dupla emissado de ondas, produzido por Brastemp, Manaus, AM, Brasil.
Modelo: Sensor Crisp 38 — DES (Doublé Emission System). Apos o resfriamento da
mufla, a mesma foi aberta e os corpos-de-prova foram retirados e 0S excessos
laterais removidos com o auxilio de uma tesoura estéril. Os corpos-de-prova foram
confeccionados dentro de condi¢cdes assépticas, por um Unico operador, atuando
sobre superficie de papel estéril, utilizando instrumental esterilizado, roupas de

protecdo, luvas, 6culos e mascaras descartaveis.
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FIGURA 3 — Matriz Metélica.

FIGURA 5 — Placa de vidro incluida.

FIGURA 4- Matriz Metalica sendo
isolada.

FIGURA 6 — Matriz fixada sobre placa
de vidro.
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FIGURA 7 — Silicone colocado ao redor FIGURA 8 — Placa de vidro fixada
da matriz. sobre a matriz.

FIGURA 9- Corpos-de-prova obtidos das resinas RO, R30, R250, R500, R750,
R1000, respectivamente da esquerda para a direita.

Previamente & confec¢do dos corpos-de-prova relativos as concentracdes
R1000, R750, R500, R250 e R30, foi feita a incorporacédo de AgNPs na resina para
base de protese, em 5 diferentes concentracdes, conforme descrito anteriormente.
Os corpos-de-prova de R1000, R750, R500, R250 e R30 foram confeccionados
seguindo-se 0os mesmos procedimentos utilizados para RO. A Figura 9 ilustra os

corpos-de-prova obtidos.

4.6 Medida do angulo de contato para avaliar a hidrofobicidade/hidrofilicidade
da superficie.

Do ponto de vista fisico, a molhabilidade é definida como o édngulo de contato
(6) que se forma entre uma gota de liquido em equilibrio térmico e uma superficie

horizontal. Quando 6 = 0, corresponde & molhabilidade perfeita, na qual o liquido se
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distribui por toda a superficie, formando um filme. O angulo de contato é definido
como sendo o angulo formado na interseccdo entre um plano tangente a gota do
liquido e o plano que contem a interface substrato-liquido®*. Na Figura 10, yS, yLV, e
ySL correspondem a energia da superficie sélida, a tensao superficial do liquido em

equilibrio com o vapor, e a energia da interface sélido-liquido, respectivamente.

FIGURA 10 — Desenho esquemaético de angulo de contato na interface sélido-liquido.

Considerando a gota de liquido na Figura 10 em repouso, o angulo de contato
pode ser expresso pela equacao de Young:

YLv COS B =ys - ysL

A mensuracao do angulo de contato foi realizada utilizando-se um goniémetro
(Ramé-Hart, 100-00), que possui uma camera CCD que registra a imagem da gota
de agua deionizada colocada na superficie do corpo-de-prova, utilizando-se uma
microseringa. Um software de processamento de imagem foi utilizado para
determinar o angulo de contato, sendo que para cada corpo-de-prova, foram
realizadas 2 mensuracgdes, obtendo-se a média. As mensuragbes do angulo de
contato foram realizadas logo ap6s a confec¢cdo dos corpos-de-prova e foram
repetidas ap0s o armazenamento pelos periodos estabelecidos para este estudo (0,
7, 90 e 180 dias).

4.7 Medida da rugosidade superficial
Tendo em vista a possivel influéncia da rugosidade na aderéncia de

46516970 foi considerado oportuno acrescentar a metodologia

microrganismos
proposta inicialmente a mensuragédo da rugosidade superficial. Assim, a rugosidade
de todos os corpos-de-prova foi medida utilizando-se um rugosimetro (Mitutoyo SJ

400 — Mitutoyo Corporation - Japédo), com precisdo de leitura de 0,01 pm,
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comprimento de leitura de 2,5 mm, velocidade da ponta ativa de 0,5 mm/s, e o raio
da ponta ativa de 5 um. Foram realizadas trés medidas para cada corpo-de-prova e
a média entre as leituras foi determinada como o valor da rugosidade (Ra-um).
Todas as medidas foram realizadas por um Unico operador.

Apoés a leitura dos angulos de contato e da rugosidade superficial, os 72
corpos-de-prova de cada resina (sem modificacdo — RO e com a incorporacéo de
AgNPs — R30, R250, R500, R750, R1000) foram designados, aleatoriamente, para
um dos 4 periodos de armazenamento estabelecidos para este estudo (n=18): 0, 7,
90 e 180 dias. O armazenamento foi realizado em solucéo salina estéril tamponada
com fosfatos (PBS) a 37°C. A solucdo PBS é composta de NaCl (4 g), KH,PO4 (0,12
g), KCI (0,1 g) e Na;HPO, (0,72 g) em 500 mL de agua destilada. Para os periodos
de 90 e 180 dias, a solucdo PBS foi substituida a cada 15 dias.

Para a avaliacdo da aderéncia e formacdo de biofiime de C. albicans foi
utilizado o ensaio de reducéo de 2,3-bis[2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil]-5-[(fenilamino)
carbonil] tetrazdlio (XTT). Metade das amostras de cada periodo e concentracdo
(n=9) foi avaliada apo6s periodo de incubagdo de 90 minutos (fase de adeséo) e a
outra metade (n=9) foi avaliada apos periodo de incubacédo de 48 horas (formacao
de biofilme). Previamente aos testes microbiolégicos, todas as amostras foram
esterilizadas durante 20 minutos na cuba ultrasénica (Lavadora Ultra-Soénica Digital;
Sanders do Brasil LDA, Santa Rita do Sapucai- MG, Brasil) e 15 minutos em luz UV

(Veco do Brasil, Campina-SP, Brasil) em cada lado dos corpos-de-prova .

4.8 Teste de aderéncia
4.8.1 Microrganismo e condigOes de crescimento

O preparo do inéculo do microrganismo C. albicans ATCC 90028 foi realizado
seguindo os mesmos procedimentos utilizados no teste de avaliacdo da atividade

antifngica da solugéo de PVA/AgNPs (item 4.2).

4.8.2 Formacao dos Biofilmes de C. albicans nos corpos-de-prova

Uma aliquota de 3 mL da suspenséo de C. albicans, correspondendo a 1 x
10" células/mL foi aplicada sobre os corpos-de-prova, relativos ao periodo de
adeséao e ao biofilme de 48 horas. As amostras foram posicionadas, individualmente,

nos compartimentos de uma placa de cultura de células estéril de 12 orificios (TPP,
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Trasadingen, Suica) e mantidos durante 90 minutos (fase de adeséo) ** & 37 °C sob
agitacdo. Posteriormente, todos 0s corpos-de-prova foram lavados cuidadosamente
com 3 mL solugdo PBS estéril (Figura 11). Essa lavagem foi realizada duas vezes
com o objetivo de remover as células ndo aderidas, tamponar 0 meio e remover 0s
metabolitos. Em seguida, os corpos-de-prova relativos ao periodo de adesdo foram
transferidos para uma nova placa de cultura de células estéril de 12 orificios (Figura
12) para, assim, serem submetidos ao Ensaio de XTT, o qual avalia a atividade
metabdlica da C. albicans. As amostras relativas ao biofilme de 48 horas também
foram transferidas para uma nova placa de cultura de células estéril de 12 orificios,
porém com YNB estéril adicionado de glicose 100 mM com o objetivo de fornecer
mais nutrientes para 0os microrganismos, sendo, em seguida, mantidas a 37 °C sob
agitacdo durante 24 horas. Decorrido esse periodo, os corpos-de-prova foram
lavados duas vezes com 3 mL PBS estéril e, entéo, transferidos para outra placa de
cultura de células com 12 orificios contendo YNB estéril adicionado de glicose 100
mM. Em seguida, foram mantidos a 37 °C sob agitacdo durante 24 horas, até
completar o periodo de 48 horas. Apés completar 48 horas, as amostras foram
transferidas diretamente (sem lavagem) para uma nova placa de cultura de células
para que entdo, fossem submetidas ao Ensaio de XTT. Controles negativos foram
constituidos por corpos-de-prova de cada grupo correspondente, mantidos em caldo
YNB suplementado com glicose 100 mM, mas sem suspensao celular padronizada
1 e receberam os mesmos procedimentos de incubac&o, lavagem, transferéncia das
placas de cultura e Ensaio de XTT correspondentes aos periodos de adesdo (90

minutos) e biofilme de 48 horas.
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FIGURA 11- Corpos-de-prova sendo FIGURA 12- Corpos-de-prova sendo
lavados. transferido com PBS estéril.

4.8.3 Ensaio de XTT

A formacado dos biofilmes nos periodos de 90 minutos (fase de adesao) e 48
horas foi monitorada por meio do ensaio de XTT. O XTT (sal amarelo) é reduzido,
por desidrogenases mitocondriais de leveduras metabolicamente ativas, em um
produto soluvel em agua — formazano, o qual é medido espectrofotometricamente.

Para esse ensaio, a solucdo de XTT (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo,
USA) foi preparada utilizando-se agua Milli-Q, a uma concentracdo de 1 mg/mL e
mantida a -70 °C até o momento do experimento. A solucdo de menadione (Sigma
Co., St. Louis, MO, EUA) foi preparada em acetona a 0,4 mM, antes de cada
experimento. Apos os periodos correspondentes (90 minutos ou 48 horas), os
corpos-de-prova contendo os biofilmes formados foram transferidos para outras
placas de cultura de células estéreis com 12 orificios, cada um contendo 3 mL de
solucdo composta por PBS com adicdo de 200 mM de glicose, solugdo de XTT
previamente preparada e menadione recém-preparada, nas seguintes proporgoes:
2,37 mL de PBS, 0,6 mL de XTT e 0,03 mL de menadione. A placa foi, entéo,
incubada, na auséncia de luz, a 37 °C por 3 horas (Figura 13) e, apds esse periodo,
a solucdo presente em cada orificio foi homogeneizada com uma micro-pipeta
(Boeco, Alemanha). Uma aliquota de 1 mL foi transferida para um tubo de Eppendorf
e centrifugada a 5.000 x g durante 1 minuto para que a células fossem precipitadas.
Em seguida, uma aliqguota de 200 pL do produto da degradacdo do XTT
(sobrenadante) foi transferida para o orificio de uma placa de leitura (Elisa) (Figura

14). O resultado desta reacdo quimica foi medido utilizando-se o espectrofotémetro
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com filtro 492 nm. O experimento foi realizado em triplicata e em trés ocasides
distintas.

Os efeitos da incorporacdo das AgNPs e do tempo de armazenamento no
angulo de contato, adesédo e formacéo de biofiime de C. albicans foram avaliados
por andlises de variancia de dois fatores, seguidas pelo teste de Tukey. O nivel de

significancia de 0,05 foi utilizado em todos os testes estatisticos.

FIGURA 13- Ensaio XTT apds 3 horas. FIGURA 14- Sobrenadante do XTT em
placa de leitura (Elisa).
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5 Resultado

5.1 Caracterizacao da solucdo de AgNPs

5.1.1 Espectroscopia Eletrénica Ultravioleta Visivel (Uv-vis)
A solucédo de AgNPs foi caracterizada por espectroscopia no UV-vis (Figura
15). A banda plasménica na regido de 419 nm indica a presenca de AgNPs na

SOlUQéOlZ' 23,40,52.
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FIGURA 15- Espectro de UV-vis da solugao de PVA-AgNPs utilizando NaBH, como

redutor.

5.1.2 Espectroscopia Vibracional na regido do Infravermelho (FTIR)
A figura 16 apresenta a molécula do PVA e as figuras 17 e 18 os resultados

de FTIR, confirmando a presenca de cada componente estudado na solugao.

-(CH,-CH-),

M
CH

FIGURA 16 - Molécula de Polialcool Vinilico (PVA).
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FIGURA 17 - Espectro na regido do Infravermelho da solucao de PVA.

Na figura 17 pode ser observada a presenca de bandas de vibracdo —OH
(3.200 a 3.400 cm™), C=0 (1.735 cm™) e -C-O (1.093 cm™). Também podem ser
observadas as bandas de vibracdo simétrica -C-H (2.942 cm™), -C-H metileno (1.596

cm™) e a assimétrica -C-H (1.429 cm™).
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FIGURA 18 - Espectro na regidao do Infravermelho da solucdo de PVA-AgNp

utilizando o borohidreto de s6dio como redutor.

Na figura 18 pode ser observada a presenca de bandas de vibracdo —OH
(3.200 a 3.400 cm™), C=0 (1.739 cm™) e -C-O (1.108 cm™). Também podem ser

observadas as bandas de vibracdo simétrica -C-H (2.939 cm™) e a assimétrica -C-H
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(1.409 cm™). Pode ser observado, ainda, que a banda em aproximadamente 1596
cm™ ndo é visivel no espectro do PVA na presenca de AgNPs (indicado no espectro
por um circulo). Isso pode ser um indicativo de que as AgNPs influenciam na

vibracado das ligacdes dos &tomos do polimero.

5.1.3 Espalhamento de luz (Dynamic Light Scattering - DLS)
A figura 19 apresenta os resultados de andlises de tamanho das

nanoparticulas das solucdes, utilizando-se espalhamento de luz (Dynamic Light
Scattering - DLS).
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FIGURA 19- Distribuicdo do tamanho de AgNPs na solucdo de PVA utilizando-se
borohidreto como redutor.

Pode-se observar na figura 19 que, utilizando-se o borohidreto de s6dio como
agente redutor a maior porcentagem de AgNPs apresentou tamanho de,
aproximadamente, 9 nm. Pal et al.*’, em 2007, relataram que a toxicidade é
dependente do tamanho e da forma da nanoparticula, tendo em vista que
nanoparticulas menores que 10 nm podem atravessar a membrana celular e, assim,
acumular-se dentro do microrganismo podendo alterar o seu funcionamento. Além

42
l.

disso, Panacek et al.™, em 2006, afirmaram que quanto menor o tamanho da

particula, maior a area superficial para a interacdo com a membrana da célula

microbiana, aumentando o efeito bactericida.
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5.2 Suscetibilidade antifungica

O grau de inibicdo da solugédo de AgNPs contra a C. albicans foi determinado
comparando-se a turvacdo do meio e a porcentagem de crescimento de colbnias
com aqueles dos controles. A solucdo de AgNPs demonstrou atividade
antimicrobiana significativa em todas as concentragdes testadas. N&o houve turbidez
do meio e a porcentagem de inibicdo de crescimento em comparagdo com 0S
controles foi quase completa (variando de 95,1 a 100%) para todas as
concentragoes.

Os resultados demonstraram que todas as concentragdes testadas inibiram o
crescimento da C. albicans. Dessa forma, foram selecionadas, dentro da faixa
avaliada, as concentracdes de 1000, 500 e 30 ppm, bem como as de 750 e 250 ppm
para serem incorporadas a resina acrilica. A resina modificada com a incorporacao
dessas concentragdes foi identificada como R30, R250, R500, R750 e R1000.

5.3 Angulo de contato
A tabela 1 apresenta os resultados dos angulos de contato obtidos nas

leituras realizadas logo ap0s a confec¢éo dos corpos-de-prova.

Tabela 1 — Estatisticas descritivas de angulo de contato inicial

Resina modificada Mediana Minimo Maximo
(Ppm)

0 59,83 50,30 82,00

30 54,10 43,65 63,15

250 54,78 47,25 62,35

500 58,33 51,75 64,15

750 59,15 49,55 76,95

1000 54,70 49,10 60,55

O efeito dos periodos de armazenamento no angulo de contato das amostras
esta apresentado na Tabela 2. Nao houve diferenca significativa tanto entre os
periodos de armazenamento de 0 e 7 dias como entre os de 90 e 180 dias. Nos
periodos de 90 e 180 dias de armazenamento, os valores de angulo de contato
foram significativamente maiores que aqueles observados nos periodos de 0 e 7

dias. A Tabela 2 também mostra que na concentracdo de AgNPs de 30 ppm ou
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superior, os valores de angulo de contato foram significativamente inferiores aos da
condicdo RO (resina controle, sem incorporagédo de AgNPs), independentemente do
periodo de armazenamento. Houve uma tendéncia de diminuir o angulo de contato

com o aumento da concentracdo de AgNPs na resina acrilica.

Tabela 2 — Médias e desvios-padréo (DP) dos angulos de contato dos corpos-de-

prova nos periodos de armazenamento avaliados

Resina Modificada

Periodo de armazenamento (dias)

(ppm) 0 7 90 180
RO 51,17 (4,17)™ 50,89 (5,20)"° 56,94 (5,39)*® 56,10 (4,29)™
R30 48,51 (6,42)"" 47,33 (6,55)" 54,13 (4,45)%° 53,20 (4,74)

R250 49,86 (4,65)"" 46,08 (5,01)* 55,68 (4,80)®" 52,28 (4,01)%

R500 46,74 (4,95)"™ 44,14 (4,30)* 51,04 (4,53)®™ 52,70 (3,83)%

R750 47,44 (6,04)" 44,43 (4,92)" 53,10 (4,78)°™ 51,86 (4,03)%

R1000 46,60 (4,95)*° 43,96 (5,22)"° 52,11 (5,39)°° 50,65 (4,56)

No sentido horizontal, letras mailsculas idénticas mostram que os valores ndo sao
significantemente diferentes ao nivel de significancia de p >0,05.
No sentido vertical, letras mindsculas idénticas mostram que o0s valores nao sao

significantemente diferentes ao nivel de significancia de p >0,05.

Conforme relatado, tendo em vista a possivel influéncia das caracteristicas do
substrato na adesdo e formacao de biofilme, a rugosidade superficial de todos os
corpos-de-prova foi mensurada e somente aqueles que apresentavam valores

medianos de 0,27 um foram selecionados para este estudo.

5.4 Testes de aderéncia e formacao de biofilme

As andlises de variancia realizadas para os testes de adesdo como para os de
biofilme, demonstraram que houve efeito significativo para o fator periodo de
armazenamento (p=0,000). As analises também demonstraram que nao houve efeito
significativo para o fator resina ou para interagéo entre os dois fatores. Os valores de

absorbancia obtidos com os testes de aderéncia e formacéo de biofilme, para todos
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os periodos de armazenamento avaliados, estdo apresentados nas Figuras 20 e 21,
respectivamente. Nao houve diferenca significativa entre os periodos de 0 e 7 dias e
0 mesmo resultado foi observado entre os periodos de 90 e 180 dias. Valores de
absorbancia significativamente maiores foram observados para os periodos de 90 e
180 dias quando comparados com o0s dos periodos de 0 e 7 dias de
armazenamento. Nao houve diferengas significantes entre a resina sem modificacéo
e aquelas em que as AgNps foram incorporadas, independente da concentracéo

utilizada.

FIGURA 20 — Médias de absorbéancia (OD 492 nm) e desvios-padrdo obtidos no

teste de adesao (90 min) para todas as condigdes experimentais avaliadas.
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FIGURA 21 — Médias de absorbéancia (OD 492 nm) e desvios-padréo obtidos no
teste de formacdo de biofilme (48 h) para todas as condi¢cbes experimentais

avaliadas.
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6 Discusséao

Devido ao aumento da resisténcia dos microrganismos as drogas, outros
agentes tém sido desenvolvidos para a prevencdo de doencas. Dentre eles a prata,
tanto na forma de ions como de nanoparticulas, tem sido reconhecida como

20,28,42

excelente agente antimicrobiano , apresentando grande variedade de aplicacao

na area médica'®. Mais recentemente, as AgNPs tém sido investigadas por sua

12,23-2540-42  Entretanto, ndo existem muitos estudos na

propriedade antibacteriana
area odontolégica™??. O presente estudo descreve o efeito de AgNPs, em solucao
aguosa e apOs sua incorporacdo em uma resina acrilica para base de protese,
contra C. albicans.

Os resultados demonstraram que a solugdo aquosa de AgNPs apresentou
alta atividade antimicrobiana contra C. albicans. A inibicdo do crescimento foi quase
completa (~ 100%) na presenca de AgNPs, para todas as concentracdes testadas. O
mecanismo dos efeitos inibitérios de AgNPs sobre microrganismos tem sido
investigado. Estudos com bactérias tém demonstrado que as AgNPs podem ser

37,40,68

incorporadas na membrana bacteriana , 0 que tem sido caracterizado pela

formacdo de "pits" irregulares*®®®

, causando alteracdes estruturais e degradacao.
Tem sido demonstrado que alteragdes estruturais dessa natureza podem aumentar a
permeabilidade das membranas, levando ao transporte ndo regulado através da
membrana plasmatica e, finalmente, a morte celular®®®®. Além disso, elementos
contendo fosforo, como o DNA podem ser sitios preferenciais para a ligacdo das
AgNPs, uma vez que a prata tem alta tendéncia para reagir com estes compostos>*
374240 por outro lado, poucos estudos avaliaram o efeito das AgNPs contra C.
albicans e sua ac&o antifingica néo é totalmente esclarecida®?>**°, Semelhante
aos nossos resultados tem sido observado que as AgNPs exibiram potente atividade

antifingica contra C. albicans®>*.

Foi demonstrado que as AgNPs causaram a
despolarizacdo da membrana fungica e seu rompimento com aumento nos valores
de glicose e trealose intracelular e liberados®’. As células flngicas também
apresentaram dano em sua estrutura externa, o qual foi reconhecido pela formacéao
de "pit" nas paredes celulares e poros na membrana plasmatica®. Além disso, as
AgNPs influenciaram o ciclo celular, inibindo o processo normal de “brotamento”

(budding)?®. Embora os efeitos microbioldgicos que podem ter sido responsaveis



73

Propriedade antifiingica de resina para base de prétese modificada com nanoparticula de prata

pela acdo contra C. albicans observada neste estudo ndo foram explorados, é
provavel que a solugdo preparada de AgNPs inibiu o crescimento por meio da

1.4 os efeitos

destruicdo da integridade da membrana. De acordo com Panacek et a
inibitérios das AgNPs contra bactérias e Candida spp. podem ser considerados
comparaveis, apesar das diferencas entre esses microrganismos. Entretanto, é
importante ressaltar que as células eucariéticas de levedura, devido a sua estrutura
mais complexa, podem resistir a concentracées mais altas de prata que as bactérias
procarioticas.

O resultado obtido pelo espectro de UV-vis da solugédo de AgNPs apresentou
banda de absor¢cdo em torno de 400 nm. Essa banda d& suporte para a presenca de
AgNPs?%32842 - Além disso, o pico centrado em cerca de 400 nm no espectro de
absorcao indica a presenca de particulas de prata esférica’®**°. Outros estudos*???
também avaliaram AgNPs esféricas e observaram que elas foram eficazes em inibir
o crescimento de bactérias (Escherichia coli) e levedura (isolada de mastite bovina).

Os dados obtidos através da analise FTIR confirmaram a presenca de PVA,
que foi utilizado como o agente estabilizador para evitar aglomeracdo de

nanoparticulas®??2.

Materiais poliméricos tém sido utilizados como estabilizantes
para prevenir a aglomeracdo e a precipitacdo de nanoparticulas®®. Além disso, o
grupo carboxilico do metil metacrilato da resina acrilica, a qual foram incorporadas
as AgNPs, pode formar ligacdes de hidrogénio com o grupo hidroxilico do PVA%. A

andlise DLS*#2

mostrou que o tamanho das particulas foi de, aproximadamente, 9
nm. O efeito antimicrobiano das AgNPs é dependente do seu tamanho*"*?. Tem sido
relatado que quanto menor o tamanho das particulas, maior o efeito
antimicrobiano®’*?. Isso tem sido atribuido ao fato de que as nanoparticulas menores
tém maior area superficial para a interacdo com os microrganismos®’. Além disso,
Morones et al.*’, em 2005, demonstraram que nanoparticulas menores que ~ 10 nm,
ndo soé interagiram com a membrana das bactérias, mas também foram capazes de
penetrar no seu interior. Assim, o tamanho das AgNPs sintetizadas neste estudo,
pode também ter sido responséavel pela alta atividade da solucdo preparada contra
C. albicans, em todas as concentragdes testadas.

E importante ressaltar que, apos as AgNPs terem sido incorporadas a resina
acrilica para base de protese, ndo houve efeito contra C. albicans. Para todas as

concentragbes de AgNPs avaliadas, os valores de absorbancia obtidos com os
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testes de aderéncia e de formacdo de biofiilme n&do foram significativamente
diferentes dos controles. A literatura revela que, embora alguns estudos tém
investigado a atividade antimicrobiana de solugcbes de AgNPs contra varias
bactérias, informacbes sobre o efeito dessas nanoparticulas apos a sua
incorporacdo em polimeros para base de prétese é limitada®’. Além disso, o efeito
das AgNPs incorporadas a resina acrilica sobre a adesao e formacgéo de biofilme de
C. albicans nao foi, at¢é o momento, relatado na literatura. Alguns estudos tém
sugerido que as AgNPs incorporadas em polimeros quando da interagdo com
moléculas de agua proporcionam eficacia antimicrobiana por meio da liberacdo de
fons de prata ou AgNPs?*?. A liberacdo de fons de prata das AgNPs tem sido
considerada como uma contribuicdo adicional para o efeito antimicrobiano das
AgNPs®* . Essa liberacdo é baseada na difusdo de moléculas de agua para dentro do
material e na migracdo de ions de prata ou AgNPs através do polimero para o meio
aquoso?®®. Assim, as propriedades da matriz polimérica e suas caracteristicas de
difusdo de 4gua desempenham papel importante para o processo de liberacgo*>?°. A
cinética de liberagdo de ions de prata pela poliamida 6 (PA6) e pelo
polimetiimetacrilato (PMMA), ambos preenchidos com 2% em peso de
nanoparticulas esféricas de prata elementar, com diametros de 10 nm a 50 nm, foi
investigada®™. Foi verificado que o PMMA/Ag-nanocompésito liberou quantidades
muito menores de ions de prata que o PA6/Ag-nanocompdsito. Esses resultados
foram explicados pela absorcdo de 4gua da matriz. O PMMA, em comparagdo com a
PAG6, é um polimero hidrofébico, e sua absor¢cdo de agua pode ndo ser suficiente
para a liberacdo de ions de prata a partir das particulas situadas na parte mais
interna das amostras™. Assim, a auséncia de propriedade antifingica da resina
acrilica & base de PMMA, apos a incorporacdo das AgNPs, observada no presente
estudo, poderia estar relacionada a pouca liberacdo de ions de prata ou de AgNPs
pelas amostras. Os resultados deste estudo também podem ser atribuidos a
estrutura da matriz polimérica. A resina acrilica para base de protese Vipi Wave
contém um agente de ligacdo cruzada (etileno glicol dimetacrilato) no monémero.
Assim, é provavel que, devido a configuragdo da estrutura polimérica formada nas
amostras, os ions de prata ou as AgNPs ficaram retidas na estrutura reticulada do
polimero e sua liberacdo para o meio aquoso foi restringida. Outra possivel

explicacdo poderia ser a espessura das amostras. Kong, Jang?® sintetizaram
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nanofibras de polimetil metacrilato (PMMA) contendo AgNPs e verificaram que
houve difusdo das AgNPs para o meio aquoso. Segundo os autores, tem sido
relatado que a temperatura de transi¢do vitrea (Tg) do PMMA (125 °C) diminui com
a reducdo da espessura do polimero. A Tg do PMMA é reduzida para valores mais
baixos (Tg de filmes finos de PMMA: 75,3 °C) resultando em um PMMA mais
flexivel. Assim, neste estudo, a espessura das amostras (2 mm) pode ter tornado
mais dificil a liberacdo das AgNPs a partir da matriz do polimero.

No presente estudo, a hidrofobicidade das amostras também foi avaliada. Os
resultados mostraram que a incorporacdo das AgNPs resultou em diminuicao
pequena, mas significativa, do angulo de contato da resina acrilica, em todas as
condicbes experimentais avaliadas. Samuel, Guggenbichler®®, em 2004, relataram
gue matrizes poliméricas contendo AgNPs apresentam propriedades de superficie
hidrofilica, as quais auxiliam na prevencédo da adesdo de microrganismos, formacéo
de biofilme e deposi¢céo de proteinas. Entretanto, neste estudo ndo houve diminuicao
da adesao e formagédo de biofilme de C. albicans na superficie da resina avaliada.

Com relacdo ao efeito dos periodos de armazenamento, os resultados
demonstraram que houve um aumento pequeno, porém significativo, nos valores de
angulo de contato apds os periodos mais longos de armazenamento (90 e 180 dias),
indicando que as superficies apresentavam-se mais hidrofébicas. Foi observado,
ainda, que, nesses mesmos periodos houve também aumento nos valores de
absorbancia obtidos nos testes de ades&o e formacéo de biofilme. Klotz et al.?°, em
1985, encontraram uma relacdo linear entre 0o numero de células de Candida
aderidas por unidade de &rea e o angulo de contato do substrato, ou seja, quanto
mais hidrofobica a superficie, maior foi a aderéncia celular por unidade de area. Os

1.°, em 1994, e Luo, Samaranayake®, em 2002,

resultados de Samaranayake et a
também demonstraram que as espécies de C. glabrata, C. krusei e C. albicans
apresentaram capacidade de aderéncia as superficies acrilicas correlacionada
positivamente com a hidrofobicidade da superficie celular, ou seja, quanto mais
hidrofébica a superficie celular do microrganismo, maior tendéncia desse
microrganismo aderir as superficies plasticas (hidrofébicas). Recentemente,

Yoshijima et al.”

, em 2009 observaram que superficies hidrofilicas poderiam inibir a
adesao de cepas fungicas relativamente hidrofébicas. Assim, a maior hidrofobicidade

das superficies das amostras apos 90 e 180 dias de armazenamento pode ter
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contribuido, pelo menos em parte, para 0 aumento nos valores de absorbancia,
obtidos nos testes de adesédo e formacao de biofilme, observados nesses periodos.
Este estudo apresenta limitacdes considerando-se que somente uma espécie
de Candida, uma resina para base de protese e um método de incorporacdo foram
avaliados. Apesar dessas limitagdes, o estudo demonstrou que, embora nenhum
efeito sobre a C. albicans tenha sido observado apds a incorporacdo das AgNPs na
resina acrilica, os resultados evidenciaram que asolucdo de AgNPs preparada
apresentou alta atividade contra esse fungo, justificando futuras investigagoes.
Outros métodos de incorporagdo, tais como, formagdo das AgNPs durante a
polimerizacdo, utilizacdo do proprio monémero da resina acrilica como agente

redutor ou dispersdo de AgNPs no liquido da resina??>°

, poderiam proporcionar
diferentes resultados e deveriam ser melhor estudados. Além disso, o efeito da

resina contendo AgNPs incorporadas contra bactérias orais necessita ser avaliado.
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7 Conclusao

1) O método de reducgdo quimica descrito neste estudo possibilitou a obtencéo de
uma solugéo de AgNPs com aproximadamente, 9 nm, que demonstrou alta atividade
antifingica contra C. albicans, em todas as concentracdes avaliadas.

2) Apos a incorporacgdo da solugdo de AgNPs a resina acrilica para base de protese,
ndo houve efeito antifingico significativo, em todas as concentracdes avaliadas.

3) A incorporacdo da solugdo de AgNPs a resina acrilica proporcionou reducdo dos
valores médios de angulo de contato; entretanto, ndo houve efeito significativo na
aderéncia ou na formagé&o de biofilme de C. albicans.

4) Houve aumento dos valores de angulo de contato e de absorbancia obtidos nos
testes de adesdo e formacgédo de biofilme apds o armazenamento dos corpos-de-

prova por periodos de 90 e 180 dias.
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Apéndice
Tabela Al- Valores de rugosidade, Angulo de contato inicial (Angulo 1), Periodo de
armazenamento, Angulo de contato final (Angulo 2), ocasido e absorbancia dos

corpos-de-prova da resina RO submetidos ao teste de adesao

Adeséo (90 minutos)

Resina

CP (ppm) Rugosidade | Angulo 1 | Periodo | Angulo 2 | Ocasido | Absorbancia
125 0 0,18 77,30 0 47,10 I 0,407
127 0 0,05 73,70 0 52,05 I 0,431
38 0 0,29 65,90 0 49,55 I 0,599
85 0 0,06 56,90 0 47,35 Il 0,545
170 0 0,17 74,50 0 52,50 Il 0,690
13 0 0,35 59,00 0 51,25 Il 0,311
128 0 0,31 73,75 0 57,80 1 1,081
168 0 0,27 74,40 0 52,00 1 0,197
17 0 0,21 53,60 0 60,30 1] 0,380
171 0 0,24 71,80 7 54,45 I 0,228
198 0 0,13 68,90 7 59,95 I 0,480
177 0 0,12 75,65 7 50,45 I 0,513
164 0 0,32 70,35 7 50,35 Il 1,061
150 0 0,33 77,35 7 54,45 Il 0,296
187 0 0,13 68,10 7 55,10 Il 0,227
124 0 0,26 79,55 7 45,45 1] 0,436
193 0 0,26 67,35 7 55,00 1] 0,450
48 0 0,22 60,55 7 51,80 11 0,291
60 0 0,24 50,80 90 65,30 I 0,445
131 0 0,37 74,30 90 57,00 I 0,470
50 0 0,43 55,15 90 66,20 I 0,431
188 0 0,29 66,40 90 48,65 Il 0,661
161 0 0,05 80,05 90 55,55 Il 0,950
54 0 0,43 51,90 90 58,65 Il 0,825
155 0 0,30 69,60 90 53,70 1 1,171
129 0 0,25 79,95 90 53,15 1] 0,605
145 0 0,06 82,00 90 58,90 1 1,181
71 0 0,09 55,00 180 60,60 I 1,175
90 0 0,26 58,00 180 59,05 I 1,355
146 0 0,31 79,30 180 55,00 I 1,394
10 0 0,42 52,20 180 60,20 Il 0,660
105 0 0,15 57,90 180 54,00 Il 0,840
6 0 0,35 50,30 180 50,15 Il 0,679
97 0 0,37 55,85 180 62,85 1] 0,759
139 0 0,11 72,30 180 57,30 1] 0,896
160 0 0,15 53,30 180 61,05 11 0,811
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Tabela A2- Valores de rugosidade, Angulo de contato inicial (Angulo 1), Periodo de

armazenamento, Angulo de contato final (Angulo 2), ocasido e absorbancia dos

corpos-de-prova da resina R30 submetidos ao teste de adeséo

Adeséo (90 minutos)

Resina

CP (ppm) Rugosidade | Angulo 1 | Periodo | Angulo 2 | Ocasi&o | Absorbancia
125 30 0,36 50,30 0 43,15 I 0,511
147 30 0,26 58,45 0 50,40 I 0,536
152 30 0,39 60,85 0 53,10 I 0,159
112 30 0,35 59,60 0 49,20 Il 0,469
3 30 0,28 48,20 0 49,20 Il 0,444
84 30 0,27 53,60 0 47,20 Il 1,015
131 30 0,06 44,70 0 59,75 1 0,358
40 30 0,24 52,85 0 57,85 1] 0,602
82 30 0,35 54,00 0 56,15 1 0,191
73 30 0,26 52,50 7 40,95 I 0,589
94 30 0,15 43,65 7 45,45 I 0,597
153 30 0,32 57,30 7 44,20 I 0,582
129 30 0,37 54,85 7 53,10 Il 0,219
156 30 0,22 52,00 7 54,70 Il 0,494
50 30 0,41 59,60 7 59,30 Il 0,309
110 30 0,18 58,90 7 47,80 1l 1,093
140 30 0,28 52,85 7 57,70 1l 0,644
68 30 0,39 51,05 7 46,00 1l 0,570
99 30 0,26 47,30 90 58,10 I 0,581
44 30 0,23 54,00 90 57,55 I 0,676
9 30 0,33 59,40 90 62,80 I 0,323
116 30 0,27 55,30 90 48,30 Il 0,951
171 30 0,21 53,60 90 47,95 Il 0,771
38 30 0,24 52,55 90 55,50 Il 1,134
33 30 0,28 56,30 90 50,25 1] 0,808
96 30 0,10 50,05 90 55,70 11 0,709
135 30 0,18 57,30 90 52,00 1 0,995
21 30 0,37 54,70 180 52,45 I 1,130
120 30 0,37 50,70 180 50,65 I 1,424
165 30 0,29 52,80 180 58,65 I 1,450
28 30 0,35 63,15 180 55,70 Il 0,698
15 30 0,07 53,75 180 54,05 Il 0,471
134 30 0,31 55,50 180 63,20 Il 0,638
124 30 0,27 50,35 180 54,10 1l 0,541
34 30 0,34 54,80 180 50,50 i 0,612
143 30 0,33 55,50 180 52,60 1 1,152
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Tabela A3- Valores de rugosidade, Angulo de contato inicial (Angulo 1), Periodo de
armazenamento, Angulo de contato final (Angulo 2), ocasido e absorbancia dos

corpos-de-prova da resina R250 submetidos ao teste de adeséao

Adeséo (90 minutos)

Resina

CP (ppm) Rugosidade | Angulo 1 | Periodo | Angulo 2 | Ocasi&o | Absorbancia
76 250 0,32 53,30 0 46,05 I 0,169
16 250 0,39 55,10 0 41,60 I 0,352
31 250 0,25 55,95 0 47,75 I 0,608
50 250 0,20 55,70 0 52,35 Il 0,531
64 250 0,20 47,25 0 51,40 Il 1,022
153 250 0,20 57,20 0 53,25 Il 0,581
155 250 0,37 53,65 0 55,75 1] 0,434
18 250 0,11 55,65 0 54,90 1] 0,458
136 250 0,19 58,80 0 55,30 1] 0,240
15 250 0,33 56,90 7 42,55 I 0,644
73 250 0,30 49,75 7 37,95 I 0,611
4 250 0,35 55,75 7 43,60 I 0,568
157 250 0,16 51,00 7 45,25 Il 0,624
123 250 0,35 57,00 7 47,60 Il 0,314
67 250 0,24 56,55 7 44,40 I 0,699
149 250 0,30 56,10 7 52,90 i 1,011
108 250 0,38 57,15 7 50,00 I 0,519
72 250 0,30 52,85 7 49,45 i 1,249
126 250 0,04 55,30 90 62,75 I 0,625
53 250 0,33 51,90 90 60,55 I 0,404
86 250 0,36 54,45 90 63,50 I 0,252
150 250 0,30 56,35 90 53,40 Il 1,554
75 250 0,29 49,70 90 50,50 Il 1,034
97 250 0,20 51,70 90 54,95 Il 1,384
46 250 0,40 48,50 90 51,45 i 1,058
14 250 0,40 57,50 90 56,20 I 0,638
54 250 0,12 62,35 90 59,30 i 1,129
52 250 0,18 51,30 180 49,55 I 0,777
5 250 0,30 58,05 180 51,30 I 0,995
49 250 0,27 52,30 180 50,50 I 1,147
45 250 0,39 54,40 180 51,50 Il 0,202
77 250 0,35 51,05 180 53,45 Il 0,506
134 250 0,23 56,25 180 54,65 I 0,512
7 250 0,24 56,05 180 57,15 1l 0,916
56 250 0,29 52,50 180 56,15 i 0,591

2 250 0,19 59,20 180 60,50 1l 0,512
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Tabela A4- Valores de rugosidade, Angulo de contato inicial (Angulo 1), Periodo de

armazenamento, Angulo de contato final (Angulo 2), ocasido e absorbancia dos

corpos-de-prova da resina R500 submetidos ao teste de adeséao

Adeséo (90 minutos)

Resina

CP (ppm) Rugosidade | Angulo 1 | Periodo | Angulo 2 | Ocasi&o | Absorbancia
112 500 0,36 57,50 0 42,45 I 0,158
156 500 0,14 55,20 0 41,20 I 0,365
73 500 0,26 61,15 0 43,05 I 0,113
90 500 0,35 52,75 0 50,85 Il 0,800
125 500 0,38 55,60 0 47,20 Il 0,835
119 500 0,30 56,30 0 51,45 Il 0,890
60 500 0,18 56,25 0 51,95 1] 0,154
103 500 0,30 55,15 0 52,00 1] 0,561
29 500 0,27 57,75 0 50,20 1] 0,373
23 500 0,31 58,85 7 41,10 I 0,364
78 500 0,31 57,15 7 36,70 I 0,553
127 500 0,24 56,35 7 44,50 I 0,610
121 500 0,31 57,75 7 43,40 Il 0,419
76 500 0,29 57,20 7 45,55 Il 0,432
4 500 0,39 58,05 7 42,75 Il 0,142
85 500 0,23 61,50 7 51,05 I 0,555
39 500 0,27 58,60 7 46,50 I 0,859
14 500 0,27 58,90 7 49,15 i 0,952
137 500 0,09 60,20 90 56,75 I 0,346
86 500 0,31 58,30 90 55,55 I 0,433
110 500 0,29 59,05 90 56,95 I 0,270
158 500 0,19 58,75 90 50,85 Il 0,905
92 500 0,20 53,45 90 46,15 Il 0,709
42 500 0,25 59,75 90 50,95 Il 0,732
12 500 0,23 57,70 90 51,05 i 1,413
93 500 0,37 57,35 90 42,35 i 1,588
50 500 0,23 54,00 90 50,05 i 1,078
152 500 0,34 58,60 180 54,25 I 1,432
97 500 0,30 58,45 180 54,60 I 0,855
51 500 0,29 59,65 180 57,00 I 0,834

1 500 0,18 64,15 180 48,90 Il 0,546
26 500 0,15 56,90 180 45,85 Il 0,330
a7 500 0,32 60,15 180 50,40 Il 0,360
118 500 0,19 59,50 180 57,00 1l 1,190
82 500 0,34 56,55 180 55,85 I 0,666
45 500 0,16 56,25 180 59,20 [l 1,121
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Tabela A5- Valores de rugosidade, Angulo de contato inicial (Angulo 1), Periodo de

armazenamento, Angulo de contato final (Angulo 2), ocasido e absorbancia dos

corpos-de-prova da resina R750 submetidos ao teste de adeséao

Adeséo (90 minutos)

Resina

CP (ppm) Rugosidade | Angulo 1 | Periodo | Angulo 2 | Ocasido | Absorbancia
177 750 0,34 52,80 0 36,55 I 0,107
145 750 0,29 53,95 0 37,65 I 0,190
81 750 0,25 70,25 0 47,60 I 0,454
142 750 0,24 51,15 0 47,95 Il 0,349
99 750 0,28 69,20 0 49,25 Il 0,925
147 750 0,28 59,00 0 41,25 Il 0,490
125 750 0,36 57,70 0 51,30 I 0,110
178 750 0,23 51,85 0 47,85 I 0,300
122 750 0,18 60,60 0 54,00 I 0,277
148 750 0,39 58,45 7 42,40 I 0,257
104 750 0,10 68,65 7 46,05 I 0,292
80 750 0,16 71,50 7 38,05 I 0,249
52 750 0,30 74,85 7 46,55 Il 0,545
97 750 0,17 74,85 7 43,15 Il 0,275
118 750 0,36 53,05 7 44,60 Il 0,501
127 750 0,35 56,05 7 52,95 11 1,273
87 750 0,18 75,25 7 48,35 I 0,732
66 750 0,19 72,35 7 48,15 I 0,265
76 750 0,03 74,60 90 58,60 I 0,509
112 750 0,35 58,05 90 54,95 I 0,606
149 750 0,17 52,60 90 57,45 I 0,596
175 750 0,23 55,40 90 50,00 Il 1,366
163 750 0,22 51,95 90 48,65 Il 0,644
94 750 0,36 69,90 90 47,65 Il 0,725
69 750 0,31 73,15 90 52,75 I 0,779
128 750 0,13 53,75 90 50,85 1] 0,561
171 750 0,26 52,90 90 51,25 1] 0,603
160 750 0,33 51,45 180 53,70 I 0,875
105 750 0,23 72,00 180 55,30 I 1,049
63 750 0,25 72,90 180 53,90 I 1,362
16 750 0,34 53,35 180 51,65 Il 0,562
64 750 0,24 68,25 180 51,65 Il 0,323
96 750 0,04 72,75 180 56,55 Il 0,281
110 750 0,26 57,25 180 49,65 1 1,288
133 750 0,27 55,95 180 43,95 1 1,245

9 750 0,32 56,90 180 48,15 11 1,118
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Tabela A6- Valores de rugosidade, Angulo de contato inicial (Angulo 1), Periodo de

armazenamento, Angulo de contato final (Angulo 2), ocasido e absorbancia dos

corpos-de-prova da resina R1000 submetidos ao teste de adeséao

Adeséo (90 minutos)

Resina

CP (ppm) Rugosidade | Angulo 1 | Periodo | Angulo 2 | Ocasi&o | Absorbancia
21 1000 0,20 51,00 0 41,95 I 0,181
89 1000 0,13 60,25 0 44,40 I 0,180
115 1000 0,30 51,80 0 43,00 I 0,854
128 1000 0,33 49,15 0 45,50 Il 1,023
3 1000 0,41 52,80 0 51,45 Il 0,761
130 1000 0,37 54,05 0 42,15 Il 0,835
111 1000 0,31 49,55 0 50,20 1 1,039
65 1000 0,19 56,95 0 52,20 11 0,771
4 1000 0,16 55,35 0 51,45 I 0,411
126 1000 0,26 50,75 7 41,55 I 0,460
60 1000 0,12 53,65 7 37,75 I 0,491
84 1000 0,10 53,60 7 42,45 I 0,688
136 1000 0,12 49,90 7 44,20 Il 0,510
159 1000 0,24 57,00 7 43,85 Il 0,229
10 1000 0,18 55,80 7 44,30 Il 0,300
106 1000 0,26 51,65 7 51,20 1 0,953
32 1000 0,34 50,30 7 48,65 I 0,979
16 1000 0,18 50,85 7 46,35 i 1,195
50 1000 0,23 53,90 90 55,45 I 0,707
19 1000 0,38 53,80 90 58,95 I 0,625
104 1000 0,34 49,15 90 58,95 I 0,511
160 1000 0,12 57,75 90 48,95 Il 1,302
146 1000 0,36 56,10 90 46,30 Il 0,885
23 1000 0,38 54,80 90 47,20 Il 1,341
51 1000 0,30 53,25 90 49,95 I 0,758
123 1000 0,11 53,25 90 52,60 1] 0,535
144 1000 0,36 56,05 90 51,10 i 1,051
55 1000 0,12 55,15 180 48,60 I 1,554
28 1000 0,30 52,75 180 48,15 I 0,941
39 1000 0,38 58,05 180 48,45 I 0,758
129 1000 0,20 56,15 180 45,85 Il 0,483
145 1000 0,30 51,10 180 43,95 Il 0,600
158 1000 0,16 55,20 180 46,70 Il 0,453
70 1000 0,34 57,70 180 53,45 Il 1,362
34 1000 0,40 52,55 180 54,55 i 1,349
97 1000 0,18 55,40 180 58,10 1 0,975
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Tabela A7- Valores de rugosidade, Angulo de contato inicial (Angulo 1), Periodo de

armazenamento, Angulo de contato final (Angulo 2), ocasido e absorbancia dos

corpos-de-prova da resina RO submetidos ao teste de formacé&o de biofilme

Biofilme (48 horas)

CP ‘ Resina (ppm) ‘ Rugosidade ‘ Angulo 1 ‘ Pen’odo‘ Angulo 2 ‘Ocasiéo‘ Absorbancia

43
49
190
87
40
31
184
58
41
18
68
82
93
194
182
167
149
34
130
69
77
33
114
123
100
88
15
162
176
14
191
84
26
136
72
173

0

O O O O OO0 OO0 O0OD0DO0ODO0ODO0DO0ODO0DO0OD0DO0DO0D0DO0OD0O0DO0DO0OO0OO0OO0OOOOoOOoOOoo

0,35
0,33
0,19
0,26
0,34
0,40
0,05
0,28
0,29
0,15
0,17
0,05
0,31
0,30
0,04
0,26
0,22
0,29
0,08
0,32
0,25
0,35
0,17
0,28
0,24
0,15
0,38
0,19
0,30
0,27
0,23
0,05
0,27
0,24
0,07
0,15

53,75
53,25
66,90
60,00
58,50
54,80
75,75
54,85
57,65
54,35
54,05
59,65
59,30
69,75
77,40
71,95
73,55
54,30
73,95
54,05
54,00
55,75
56,25
68,65
58,35
54,60
58,45
74,80
75,75
55,20
59,25
58,20
59,35
75,25
51,20
71,85

0
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180
180
180
180
180
180
180
180
180

50,55
51,55
45,90
46,05
45,00
50,90
50,40
54,30
56,50
40,55
46,70
44,35
52,50
44,45
45,80
56,05
53,75
54,80
61,70
64,90
59,00
54,10
60,75
50,00
49,55
52,75
55,15
61,75
57,50
50,40
52,20
54,50
52,95
57,75
48,90
53,65

1,301
1,220
1,561
1,754
1,973
2,270
1,379
1,298
1,379
1,994
2,207
1,620
1,530
1,290
1,565
1,116
1,022
0,720
1,938
1,594
1,935
2,038
2,372
1,969
2,287
2,387
2,314
1,305
1,504
1,322
2,281
2,178
2,114
2,489
1,943
2,018
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Tabela A8- Valores de rugosidade, Angulo de contato inicial (Angulo 1), Periodo de

armazenamento, Angulo de contato final (Angulo 2), ocasido e absorbancia dos

corpos-de-prova da resina R30 submetidos ao teste de formacé&o de biofilme

Biofilme (48 horas)

CP ‘ Resina (ppm) ‘ Rugosidade ‘ Angulo 1 ‘ Pen’odo‘ Angulo 2 ‘Ocasiéo‘ Absorbancia

22
46
162
133
178
144
139
45
52
59
107
11
146
70
105
93
76
13
154
127
163
122
136
177
42
61

89
12
35
117
111
27

141
172

30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30

0,39
0,21
0,35
0,10
0,24
0,27
0,43
0,32
0,40
0,17
0,32
0,33
0,32
0,07
0,27
0,32
0,14
0,31
0,25
0,33
0,31
0,14
0,16
0,25
0,39
0,40
0,14
0,33
0,36
0,23
0,20
0,20
0,28
0,09
0,37
0,34

53,70
52,70
54,20
55,40
50,90
57,90
56,30
56,30
51,70
48,05
53,45
55,85
53,35
56,80
53,20
49,80
52,35
58,85
59,80
53,20
53,45
57,35
56,15
53,85
56,10
50,30
55,60
46,25
54,40
61,75
54,55
58,00
55,25
51,45
60,55
54,30

0
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180
180
180
180
180
180
180
180
180

38,75
40,70
50,95
38,20
44,05
40,80
51,95
51,95
49,75
37,55
36,15
40,60
47,90
41,75
46,60
51,35
49,80
51,10
62,45
57,60
54,85
55,25
51,25
50,25
53,25
52,45
48,80
56,60
49,70
49,75
49,65
53,55
56,70
47,25
43,35
59,20

1,494
0,899
1,451
2,055
1,941
1,889
1,271
1,138
1,207
2,107
2,155
2,067
1,574
1,516
1,413
1,071
1,141
0,856
1,968
1,740
1,901
1,811
2,225
2,032
2,309
2,224
2,367
1,336
1,428
1,194
2,416
2,024
1,938
1,777
1,887
1,920
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Tabela A9- Valores de rugosidade, Angulo de contato inicial (Angulo 1), Periodo de

armazenamento, Angulo de contato final (Angulo 2), ocasido e absorbancia dos

corpos-de-prova da resina R250 submetidos ao teste de formagéao de biofilme

Biofilme (48 horas)

CP ‘ Resina (ppm) ‘ Rugosidade ‘ Angulo 1 ‘ Periodo‘ Angulo 2 ‘Ocasiéo‘ Absorbancia

33
58
44
78
145
68
109
41
119
25
48
121
142
139
84
101
12
35
91
47
106
32
154
27
57
85
147
124
96
88
26
51
62
22
60
87

250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250

0,21
0,35
0,32
0,12
0,23
0,35
0,44
0,41
0,43
0,28
0,38
0,25
0,35
0,26
0,39
0,31
0,22
0,06
0,40
0,40
0,37
0,09
0,16
0,40
0,15
0,25
0,34
0,31
0,41
0,35
0,40
0,36
0,27
0,16
0,33
0,31

55,05
54,00
56,55
54,60
53,60
50,50
55,05
52,10
57,70
57,05
49,65
55,50
58,10
52,85
54,30
53,75
51,40
55,50
51,50
54,80
52,90
54,75
58,60
50,25
53,35
59,00
57,40
59,55
51,85
53,95
55,40
50,50
55,20
56,60
51,75
51,50

0
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180
180
180
180
180
180
180
180
180

44,80
46,50
43,90
47,45
48,00
45,60
51,85
56,60
54,45
39,85
39,10
38,35
45,80
51,25
49,40
50,15
53,65
48,25
56,50
60,90
58,50
52,60
53,40
59,70
49,05
47,90
51,00
45,75
54,20
54,10
57,80
51,25
47,50
47,45
48,30
50,00

1,171
1,655
1,415
1,894
2,181
2,057
1,459
1,441
1,813
2,068
1,917
1,769
1,557
1,643
1,589
0,979
0,997
0,776
1,944
2,173
2,049
1,442
1,829
2,238
2,275
2,065
2,213
1,182
1,089
1,216
2,068
1,755
2,049
1,823
1,783
1,885
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Tabela A10- Valores de rugosidade, Angulo de contato inicial (Angulo 1), Periodo de

armazenamento, Angulo de contato final (Angulo 2), ocasido e absorbancia dos

corpos-de-prova da resina R500 submetidos ao teste de formagéao de biofilme

Biofilme (48 horas)

CP ‘ Resina (ppm) ‘ Rugosidade ‘ Angulo 1 ‘ Pen’odo‘ Angulo 2 ‘Ocasiéo‘ Absorbancia

63
94
166
116
95
142
132
34
20
70
54

36
147
151

99

27

55
138
114

64

66
115

30
41

74
167
11
117
109
87
124
46
21

500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500

0,31
0,34
0,16
0,35
0,43
0,29
0,29
0,34
0,20
0,29
0,17
0,26
0,33
0,35
0,30
0,32
0,16
0,32
0,34
0,31
0,32
0,29
0,19
0,34
0,33
0,29
0,27
0,27
0,38
0,42
0,42
0,06
0,15
0,16
0,37
0,28

59,25
53,75
56,85
56,65
54,80
58,50
59,05
60,35
58,40
57,20
58,45
58,85
57,00
59,55
59,95
58,35
59,20
59,25
56,75
60,80
61,85
58,15
55,10
51,75
57,60
58,40
59,95
60,25
55,95
56,20
56,70
62,20
60,50
60,40
59,40
56,65

0
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180
180
180
180
180
180
180
180
180

41,25
39,85
37,40
49,50
46,70
43,50
53,45
48,40
50,95
36,60
38,50
39,80
46,35
46,05
44,50
49,40
43,70
48,85
54,35
57,30
56,95
49,35
45,05
46,75
47,05
49,80
51,40
51,75
52,45
52,05
55,75
52,70
44,05
51,10
53,00
52,65

1,560
1,293
1,288
1,766
2,213
2,055
1,321
1,335
1,359
2,503
2,076
2,195
1,670
1,481
1,748
1,558
1,231
1,165
1,929
1,698
1,970
2,325
1,852
1,976
2,439
2,439
2,367
1,087
1,158
1,454
1,953
1,851
1,859
1,733
1,735
1,542
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Tabela A11- Valores de rugosidade, Angulo de contato inicial (Angulo 1), Periodo de

armazenamento, Angulo de contato final (Angulo 2), ocasido e absorbancia dos

corpos-de-prova da resina R750 submetidos ao teste de formagéao de biofilme

Biofilme (48 horas)

CP ‘ Resina (ppm) ‘ Rugosidade ‘ Angulo 1 ‘ Pen’odo‘ Angulo 2 ‘Ocasiéo‘ Absorbancia

2
50
114
159
173
169
44
93
70
130
108
77
59
37
11
132
102
136
141
88
25
61
110
157
36

58
35
72
100
165
174
90
38
10
49

750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750

0,35
0,29
0,31
0,22
0,35
0,28
0,15
0,17
0,42
0,36
0,33
0,39
0,23
0,33
0,24
0,27
0,13
0,33
0,31
0,36
0,29
0,30
0,26
0,34
0,30
0,27
0,22
0,29
0,15
0,19
0,30
0,29
0,37
0,30
0,36
0,20

58,45
69,45
57,25
54,80
49,55
51,45
67,10
73,60
75,10
62,65
57,40
76,95
69,10
71,80
57,75
58,90
70,75
59,30
52,15
69,00
74,40
74,40
57,25
61,40
50,85
53,35
72,80
55,25
70,15
68,90
50,10
52,30
71,20
66,85
58,05
71,35

0
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180
180
180
180
180
180
180
180
180

42,75
43,35
42,25
46,45
46,45
50,80
56,40
55,50
56,50
36,75
35,55
36,40
45,90
44,90
45,60
43,65
49,60
49,30
57,80
62,40
61,15
48,70
49,65
55,80
50,65
46,20
51,35
58,05
48,65
53,70
45,00
53,55
51,60
47,85
52,80
57,75

1,784
1,489
1,614
2,229
2,180
2,108
1,185
1,139
1,062
2,325
1,808
2,209
1,573
1,268
1,528
1,396
1,444
1,115
1,664
1,686
1,715
2,070
1,890
1,903
2,387
2,387
2,190
1,366
1,300
1,314
2,150
2,006
1,776
1,489
1,470
1,629
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Tabela A12- Valores de rugosidade, Angulo de contato inicial (Angulo 1), Periodo de

armazenamento, Angulo de contato final (Angulo 2), ocasido e absorbancia dos

corpos-de-prova da resina R1000 submetidos ao teste de formagéao de biofilme

Biofilme (48 horas)

CP ‘ Resina (ppm) ‘ Rugosidade ‘ Angulo 1 ‘ Pen’odo‘ Angulo 2 ‘Ocasiéo‘ Absorbancia

36
52
27
98
122
155
127
117
53
72
29

54
75
113
134
62
38
20
61
132
152
64
40
96
131
133
121
52
100
116
68
24
120
79
18

1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000

0,21
0,32
0,22
0,16
0,30
0,10
0,21
0,14
0,26
0,18
0,20
0,18
0,11
0,38
0,32
0,26
0,39
0,16
0,19
0,28
0,37
0,26
0,12
0,27
0,24
0,28
0,10
0,18
0,32
0,24
0,12
0,22
0,25
0,36
0,17
0,19

54,95
52,00
51,80
57,85
53,35
59,25
49,10
53,60
54,20
56,05
54,65
55,00
56,90
51,90
57,95
56,10
55,65
57,70
54,80
57,95
59,85
52,90
58,90
54,75
55,65
56,45
60,55
51,30
52,00
52,60
53,95
53,70
54,80
51,20
55,30
56,35

0

N NNNNNNN~NOOOOOOOOo
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180
180
180
180
180
180
180
180
180

39,50
39,70
37,90
48,95
49,45
46,05
51,85
51,00
52,05
35,70
37,45
33,70
47,20
44,90
45,25
50,45
52,05
44,25
54,60
61,55
61,85
47,50
46,55
47,20
45,10
51,85
52,35
51,40
49,30
61,85
50,00
44,35
52,35
51,55
50,20
52,85

1,976
1,788
1,639
2,322
2,063
2,043
1,327
1,160
1,070
2,092
1,973
2,057
1,585
1,790
1,870
1,603
1,356
1,269
1,848
1,742
1,916
2,229
2,012
1,737
2,356
2,468
2,461
1,278
1,364
1,444
1,815
2,085
1,913
1,160
1,410
1,488
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